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Die Dissertation befasst sich mit der Untersuchung der Ko-Expression des GFAP- und des 
PLP-Promotors in Müllerzellen der Netzhaut transgener Mäuse. Die verwendete Mauslinie ist 
tripel-transgen für den GFAP- und den PLP-Promotor, sowie für einen ROSA26-Reporter. 
Durch die Quantifizierung der EYFP-Expression in Müllerzellen konnte gezeigt werden, dass 
es nach akuter ischämischer Schädigung sowie einer angeborenen retinalen Degeneration in 
Müllerzellen zu einer Aktivierung des oligodendrozytären PLP-Promotors kommt. Weiterhin 
wurde festgestellt, dass die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Sox-9, der sowohl für die 
Entwicklung der Müllerzellen als auch für die Oligodendrogenese von entscheidender Rolle 
ist, mit dieser Promotoraktivierung korreliert. Diese Ergebnisse implizieren, dass Müllerzellen 
im Rahmen ihrer Stammzelleigenschaften in der Lage sind, auf embryonale 
Entwicklungsprozesse, die auch die oligodendrozytäre Zellreihe beinhalten, zurückgreifen zu 
können. 
Abkürzungsverzeichnis und Erläuterungen 
6 
 
Abkürzungsverzeichnis und Erläuterungen 
as antisense (Gegensinnrichtung) 
Bp Basenpaare 
Cre-Rekombinase Cre = cyclization recombination; ein Enzym, das für ein Spaltung und Neuverknüpfung 
von DNA-Abschnitten sorgt 
DAPI 4´,6-Diamidin-2-phenylindol; Fluoreszensfarbstoff zur DNA-Markierung 
Doppelwendel („coiled-coil“) DNA-Protein, welche aus mindestens zwei Einzelhelices besteht, die 
wiederum um sich selbst zu einer größeren Helix gewunden sind 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
et al. et alii (lat.), „und andere“ 
Ethidiumbromid Roter Phenanthridin-Farbstoff zum Nachweis von Nukleinsäuren 
Expression Realisierung der auf der DNA eines Gens gespeicherten Information 
Expressionskassette DNA-Segment, das für die Synthese einer Ribonukleinsäure verantwortlich ist 
EYFP Enhanced yellow fluorescent protein; weiterentwickelte Variante des gelb 
fluoreszierenden Proteins 
GCL Ganglion cell layer, Ganglienzellschicht der Netzhaut 
GCN4 Ein Transkriptionsfaktor mit Doppelwendel („coiled-coil“) der Hefe 
GCNT Verwendete transgene Mauslinie: TgN(hGFAP-NCre) Mauslinie T 
GCNV Verwendete transgene Mauslinie: TgN(hGFAP-NCre) Mauslinie V 
GFAP Glial fibrillary acidid protein (saures Gliafaserprotein) 
GFP Grün-fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein) 
Gliose Erhöhte Anzahl von Gliazellen in einem geschädigten Bereich des ZNS 
GS Glutamin-Synthetase 
HIOP High intraocular pressure (für 60 min erhöhter Augeninnendruck) 
Hitzeschockprotein Heat shock proteins (HSP), sorgen unter anderem für die korrekte Faltung und 
Entfaltung von Proteinen  
INL Inner nuclear layer, innere Körnerschicht der Netzhaut 
Interkalation Einlagerung von Molekülen oder Ionen in chemische Verbindungen, zum Beispiel 
Nukleinsäurestränge 
IPL Inner plexiform layer, innere plexiforme Schicht der Netzhaut 
kDa Kilodalton 
Leuzin-Zipper Proteindomäne, die zur Dimerisierung von Proteinen führt 
loxP Locus of X-over P1, 34 bp große Nukleinsäuresequenz aus dem Bakteriophagen P1, 
Erkennungssequenz der Cre-Rekombinase 
LSM Laser-Scanning-Mikroskop 
NFL Nerve fiber layer, Nervenfasersicht der Netzhaut 
NMDA N-Methy-D-Aspartat 





ONL Outer nuclear layer, äußere Körnerschicht der Netzhaut  
OPL Outer plexiform layer, äußere plexiforme Schicht der Netzhaut 
Palindrom Doppelsträngiger DNA-Abschnitt, welcher auf beiden Strängen in eine Richung die 
gleiche Basenabfolge zeigt 
PBS Phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Salzlösung) 
PCCK Verwendete transgene Mauslinie: TgN(mPLP-CCre) Mauslinie K 
PFA Paraformaldehyd 
Phänotyp Erscheinungsbild aller genetischen Merkmale eines Organismus 
PLP Proteolipid-Protein, Hauptprotein des Myelins im ZNS 
PNS Peripheres Nervensystem 
PRS Photoreceptor segments, Photorezeptoren der Netzhaut 
RD retinal degeneration (angeborene Retinadegeneration)  
ROSY Reportergen: TgH(ROSA26-loxP/STOP/loxP-EYFP) 
RPE Retinal pigment epithelium, retinales Pigmentepithel der Netzhaut 
s sense (Sinnrichtung) 
TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
Taq Thermus aquatiqus, ein thermophiles (wärmeliebendes) Bakterium 
ToPro-3 Kernfarbstoff für Immunhistochemie 
Transgen Gentechnisch veränderter Organismus 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Triton X-100 Octoxinol, ein nichtionisches Tensid aus der Gruppe der Octylphenolethoxylate; löst 
Membranproteine aus Membranen 
v/v volume/volume;  Angabe zum Herstellen einer chemischen Lösung pro Volumen 
VEGF Vascular endothelial growth factor; ein Signalmolekül zur Bildung von Gefäßen 
Vibratom Schneidegerät mit vibrierender Klinge zum Erstellen sehr dünner Schnittpräparate 
w/v weight/volume; Angabe zum Herstellen einer chemischen Lösung pro Gewicht 
wholemount Netzhaut-Ganzpräparat  
Wildtyp Genetisch unveränderter Organismus, der Vergleichen mit genetisch veränderten 







1.1 Die Retina als Teil des Auges 
Das Auge ist eines der wichtigsten Sinnesorgane des Menschen. Kein anderes Organ liefert 
derart viele Informationen über die Umwelt an das Gehirn. Das Sehorgan setzt sich aus dem 
optischen Apparat und dem Hilfsapparat zusammen. Der optische Apparat wird in einen 
lichtbrechenden und einen informationsverarbeitenden Teil eingeteilt. Der lichtbrechende Teil 
projiziert das einfallende Licht auf die Netzhaut (Retina), von dort aus wird die 
Sinnesinformation über den Sehnerv an das Gehirn weitergeleitet. 
 Aufbau 1.1.1
Die Retina liegt nach Abschluss der Entwicklung am Augenhintergrund. Sie zeigt einen 
mehrschichtigen Aufbau und dient der Verarbeitung von optischen Lichtreizen, die in 
Nervenimpulse umgewandelt werden. Man unterscheidet die lichtempfindliche Pars optica 
retinae und die nicht lichtempfindliche Pars caeca retinae. Der lichtempfindliche Teil wird in 
das Stratum pigmentosum retinae (Pigmentepithel) und das Stratum nervosum retinae 
eingeteilt. Das Pigmentepithel, welches sich bis in die Pars caeca erstreckt, dient unter 
anderem dem Stoffaustausch zwischen der reich durchbluteten Aderhaut (Chorioidea) und 
den Photorezeptoren und Nervenzellen des Stratum nervosum. 
 
 Die Schichten der Netzhaut 1.1.1.1
Insgesamt besteht die Retina aus sieben Schichten, die in Abbildung 1 dargestellt werden. Im 
Folgenden wird der Aufbau der Netzhaut von distal (Aderhaut) nach apikal (Richtung 
Glaskörper) beschrieben. An die nicht dargestellte Chorioidea (Aderhaut) schließt sich das 
Pigmentepithel (braun) an. Es folgen die Photorezeptorzellen (PRS, photo receptor segments, 
Zapfen und Stäbchen in blau, 1. Neuron), die mit ihren Außensegmenten in das 
Pigmentepithel reichen. Sie durchbrechen siebartig die äußere Grenzmembran. Diese wird 
von den Fortsätzen der Müllerzellen (gelb) gebildet. Die äußere Körnerschicht (Stratum 
nucleare externum, ONL) enthält die Somata der Photorezeptorzellen. In der äußeren 
plexiformen Schicht (Stratum plexiforme externum, OPL) bilden Bipolarzellen, 
Horizontalzellen und Photorezeptorzellen Synapsen (grün leuchtend). Die innere 
Körnerschicht (Stratum nucleare internum, INL) enthält die Somata der Bipolarzellen, der 
amakrinen Zellen und der Horizontalzellen (blau 2. Neuron). Deren Synapsen bilden 
wiederum die innere plexiforme Schicht (Stratum plexiforme internum, IPL). Die 




Ganglienzellsomata liegen im Stratum ganglionicum (GCL, 3. Neuron). Von hier ziehen die 
markhaltigen Axone der Ganglienzellen (Nervenfaserschicht, NFL) radial Richtung 
Sehnervpapille (Discus nervi optici) und weiter im Nervus opticus. Die innere Grenzschicht 
(Stratum limitans externum) wird wiederum von den Endfortsätzen der Müllerzellen gebildet. 
Sie bildet die Grenze zum Glaskörper (Corpus vitreum). 
 
Abbildung 1 Halbschematische Darstellung einer vaskularisierten Netzhaut 
Es werden die verschiedenen Schichten und Zelltypen gezeigt. Das Pigmentepithel (RPE) ist braun gefärbt. Hier 
hinein ragen die Außensegmente der Photorezeptorzellen (Zapfen und Stäbchen) in blau (PRS). Diese liegen in 
der äußeren Körnerschicht (ONL). Die Müllerzellen sind gelb dargestellt. Man sieht gut, wie sie die ganze 
Netzhaut durchspannen. In der inneren Körnerschicht (INL) liegen die Zellkörper der Bipolaren und amakrinen 
Zellen (in hellblau). Die Zellen bilden untereinander Synapsen (grün) in der inneren und äußeren plexiformen 
Schicht (IPL, OPL). Astrozyten grün. Blutgefäße rot. Details s. Text. Abkürzungen auf Englisch. Abbildung 
modifiziert nach J. Grosche. 
 
 Zellarten der Netzhaut und deren Funktion 1.1.1.2
Die Netzhaut enthält eine Vielzahl von Zellen mit unterschiedlichen Aufgaben. Man teilt die 
Zellen in unterschiedliche Kategorien ein. Es gibt lichtempfindliche Photorezeptoren, welche 
die Umwandlung von Licht in Nervenimpulse vornehmen, zwischengeschaltete Neurone, 
sogenannte bipolare und amakrine Zellen, die für Hemmung oder Verstärkung der 
Lichtsignale sorgen und mit den Ganglienzellen Synapsen bilden, die sich wiederum an der 
Papille vereinigen und den Sehnerv bilden. Zudem gibt es Gliazellen, zu denen auch die 






Zu den lichtwahrnehmenden Sinneszellen gehören die hell-dunkel-wahrnehmenden 
Stäbchenzellen und die farbwahrnehmenden Zapfenzellen. 
Die bipolaren, amakrinen und Horizontalzellen gehören zu den Interneuronen, das heißt, sie 
bilden nur innerhalb der Retina Verschaltungen aus. Die Ganglienzellen projizieren zu 
Kerngruppen und Hirnarealen außerhalb der Retina, sie sind die retinalen Projektionsneurone. 
Photorezeptorzellen, Bipolare Zellen, Ganglienzellen 
Zu den Photorezeptorzellen gehören die Zapfen und die Stäbchen. Sie werden auch als 
primäre Sinneszellen bezeichnet. 
Die Zapfen sind nur bei ausreichender Beleuchtungsstärke über 0,02 bis 0,05 Lux aktiv. Der 
Mensch besitzt drei verschiedene Zapfentypen, um Blau-, Rot- und Grüntöne unterscheiden 
zu können. In der Fovea centralis, dem Ort des schärfsten Sehens auf der Retina, gibt es 
ausschließlich Zapfen. In der Maus liegt die Dichte der Zapfen bei etwa 12400 Zellen /mm², 
das bedeutet, es gibt etwa 180000 Zapfen in der gesamten Retina. Die Dichte der Stäbchen 
liegt bei etwa 437000 Zellen/mm2. Somit beträgt ihre Gesamtzahl etwa 6,4 Millionen pro 
Mausretina (Jeon et al. 1998). 
Die Stäbchen sind für das Sehen bei geringen Lichtintensitäten zuständig. Die 
Photorezeptorzellen geben ihre Informationen an die bipolaren Zellen weiter. Diese dienen als 
Schaltstelle zwischen inneren und äußeren Netzhautschichten. Die Ganglienzellen nehmen 
diese Informationen auf und leiten sie über den Nervus opticus weiter. Die Ganglienzellen 
sind die einzigen Zellen der Netzhaut die Aktionspotentiale ausbilden. Die Erregungsleitung 
der übrigen retinalen Neurone erfolgt elektrotonisch.  
Auf das ausgesprochen komplexe Verschaltungssystem, das die Wahrnehmung visueller 
Reize ermöglicht, wird an dieser Stelle nicht näher eingegangen. 
Gliazellen 
Gliazellen sind alle Zellen des Zentralen Nervensystems, die nicht zu den Neuronen oder 
mesenchymalen Strukturen wie Blutgefäßen oder Hirnhäuten gehören. Der Pathologe und 
Anatom Rudolph Virchow entdeckte diese bereits Mitte des 19. Jahrhunderts und gab ihnen 
den Namen Gliazellen. „Glia“ stammt aus dem Griechischen und bedeutet „Kitt“. Viele 
Jahrzehnte wurde diesen glialen Strukturen nur sehr wenig Beachtung geschenkt. Das 
Hauptaugenmerk lag auf der Erforschung von Funktionen der Nervenzellen. Gliazellen 
wurden nur Füll- und Stützfunktionen zugeschrieben.  
Die Gliazellen werden in Makrogliazellen und Mikrogliazellen eingeteilt. Zu den 
Makrogliazellen gehören die NG2-Zellen (Polydendrozyten), Oligodendrozyten bzw. 




Schwann-Zellen, Ependymzellen und Astrozyten (Abb. 2). In dieser Arbeit spielen die 
Gliazellen der Netzhaut eine große Rolle, daher wird hier nur auf die retinalen Gliazellen 
näher eingegangen. 
NG2-Zellen sind pluripotente Vorläuferzellen von Makrogliazellen (z.B. Oligodendrozyten 
und Astrozyten). Ependymzellen bilden die Grenzschicht zwischen Hirnflüssigkeit (Liquor 
cerebrospinalis) und Hirnnervengewebe. Diese einschichtige Zelllage kleidet das 
Ventrikelsystem und den Zentralkanal aus (Reichenbach und Bringmann, 2010). 
Mikrogliazellen sind Immunzellen, die für die Abwehr und inflammatorische Prozesse 
zuständig sind (Bringmann et al. 2006). Sie werden unter pathologischen Bedingungen, wie 
zum Beispiel massiver Photorezeptorzell-Degeneration, aktiviert und wandern von den 
inneren zu den äußeren Retinaschichten. Hier übernehmen sie phagozytierende Eigenschaften 
(Langmann, 2007). 
 
Abbildung 2 Schema verschiedener Zellen im ZNS und PNS 
Ependymzellen kleiden die Ventrikelräume aus und trennen so Liquor von Hirngewebe. Astrozyten bilden mit 
ihren Fortsätzen Kontakte zu Neuronen, Blutgefäßen und anderen Zellen. Dargestellt sind auch 
immunmodulierende Mikrogliazellen und myelinbildende Oligodendrozyten im ZNS. Im PNS erfüllen die 
Schwann-Zellen diese Aufgabe. (Abb. aus http://www.bio.miami.edu/~cmallery/150/neuro/c8.49x6.glia) 
 
Die zahlenmäßig größte Gruppe der Makrogliazellen bilden die Astrozyten, welche an 
physiologischen und pathologischen Prozessen im Gehirn beteiligt sind. In der Retina 
kommen sie hauptsächlich in den innersten Schichten vor. Hier bilden sie mit ihren Fortsätzen 
Grenzmembranen zu den Blutgefäßen und sind an Ionenströmen beteiligt. Daneben gibt es in 
anderen Bereichen des ZNS außerhalb der Retina noch die Oligodendrozyten. Diese bilden 
mit ihren Fortsätzen die Myelinscheiden der Axone der Nervenzellen. Die so hervorgerufene 




Somit sind die Oligodendrozyten das Pendant zu den Schwann-Zellen im peripheren 
Nervensystem. Das Proteolipoprotein oder Proteolipid-Protein, kurz PLP, ist ein Protein der 
Oligodendrozyten. PLP sorgt unter anderem für die Stabilität der Myelinscheide der 
Nervenzellen. Es ist das am häufigsten vorkommende Hüllprotein im ZNS und bei Mäusen 
und Menschen nahezu identisch (Wight and Dobretsova, 2004).  
Es wird geschätzt, dass das Zentralnervensystem aus etwa 200 Milliarden Zellen besteht. 
Davon machen die Müllerzellen mit 8 bis 10 Millionen gerade einmal 0,005 % aus 
(Reichenbach und Bringmann, 2010). Im Zentralnervensystem machen Gliazellen jedoch rund 
die Hälfte aller Zellen aus. Erst in den letzten Jahren wurde ihre bedeutende Rolle in der 
Aufrechterhaltung verschiedenster Funktionen im Zentralnervensystem erkannt. Sie 
interagieren in komplexer Weise mit der Pia mater (weiche Hirnhaut), den Blutgefäßen und 
den Nervenzellen.  
Müllerzellen gehören zu den Makrogliazellen und kommen sowohl in der avaskulären als 
auch in der vaskularisierten Retina vor. Hier sind sie neben den retinalen Astrozyten die 
einzigen Makrogliazellen. Der Astrozytenmarker GFAP (glial fibrillary acidic protein, „saures 
Gliafaserprotein“) kommt auch in Müllerzellen vor. 
1.2 Die gliale Müllerzelle 
 Definition und Morphologie der Müllerzellen 1.2.1
Müllerzellen gehören zu den Makrogliazellen, speziell zu den Radialgliazellen. Müllerzellen 
sind die einzigen Radialgliazellen der adulten Vertebraten (Reichenbach et al. 2010). Diese 
bilden Leitstrukturen für Neuronenvorläuferzellen, welche während ihrer Entwicklung an den 
Radialgliazellen entlang bis zu ihrem Bestimmungsort wandern (Übersicht Sild und Ruthazer, 
2001). Die Müllerzellen machen den dominierenden Teil der Gliazellen der Säugerretina aus. 
Sie durchspannen die gesamte Retina und umhüllen mit ihren Fortsätzen Nervenzellen und 
Blutgefäße. Die Zellkörper liegen in der inneren Körnerschicht (INL). Ihre apikalen Endfüße 
reichen bis zum Glaskörper und bilden innere Grenzmembran. Ihre distalen Endfüße haben 
Kontakt zum sogenannten subretinalen Raum, ein Relikt des optischen Ventrikels. Diese 
bilden hier die äußere Grenzmembran und umhüllen die Zellkörper der Photorezeptor-Zellen. 
Betrachtet man eine Netzhaut „von oben“, folgt man also dem Wege des Lichts durch das 
Auge, erkennt man eine recht regelmäßige Anordnung der Müllerzellen. Diese bilden den 
„Kern“ säulenartiger Mikro-Einheiten (Reichenbach et al. 1993) welche aus Müllerzellen, 
Nervenzellen, Blutgefäßen und Photorezeptor-Zellen bestehen (s. Abb. 3). Jede Mikro-Einheit 




sorgt für die Aufrechterhaltung von Stoffwechselprozessen und die Regulation von 
Elektrolyt- und Wasserhaushalt.  
 
Abbildung 3 Schematische Darstellung einer einzelnen Mikroeinheit 
Man erkennt, wie die Müllerzelle (M, blau) die retinalen Neurone (grün) und Blutkapillaren (cap, rot) mit ihren 
Fortsätzen umhüllt. Die Mikrovilli am unteren Bildrand ragen in die Photorezeptor-Schicht (nicht dargestellt). 
Der Pfeil zeigt den Weg des Lichts durch die Retina. Zur Orientierung sind die einzelnen Schichten der Retina 
abgekürzt: PRS: Außensegmente der Photorezeptorzellen (Zapfen und Stäbchen); ONL: äußere Körnerschicht 
(outer nuclear layer); OPL: äußere plexiforme Schicht (outer plexiform layer); INL: innere Körnerschicht (inner 
nuclear layer); IPL: innere plexiforme Schicht (inner plexiform layer); GCL: Ganglienzellschicht (ganglion cell 
layer); NFL: Nervenfaserschicht (nerve fiber layer). Abbildung modifiziert nach Uckermann et al. 2004 und 
Reichenbach et al. 1993.  
 
Die Dichte der Müllerzellen liegt bei Mäusen wie bei anderen Säuger-Spezies bei etwa 7000 
Zellen/mm2 in der Peripherie und reicht bis etwa 15000 Zellen/mm2 im zentralen 
Retinabereich (Chao et al. 1997, Jeon et al. 1998). 
 Funktion 1.2.2
Aufgrund der besonderen Lage innerhalb der Retina haben Müllerzellen eine Vielzahl von 
wichtigen Aufgaben in der Säugerretina. Unter anderem stellen sie Laktat und Pyruvat für den 
Energie-Metabolismus retinaler Neurone zur Verfügung (Poitry-Yamate et al. 1995, 
Tsacopoulos und Magistretti, 1996), recyceln und bilden neuronale Transmitter (u.a. GABA, 
Glutamat, ATP) (Matsui et al. 1999) und sorgen über verschiedene Kanäle für einen 




















(Bringmann et al. 2004). Während der retinalen Entwicklung dienen sie anderen Zellen als 
Stützgerüst z.B. für unreife postmitotische Neurone (Willbold et al. 1997). Sie phagozytieren 
Zellteile abgestorbener Nerven- und Pigmentzellen (Tsacopoulos und Magistretti, 1996) und 
schützen die Retina durch die Bildung von Glutathion vor freien Radikalen und oxidativem 
Stress (Schütte und Werner, 1998). Sie regulieren den retinalen Blutfluss (Paulson und 
Newman, 1987) und sind an der Bildung der inneren Blut-Retina-Schranke beteiligt (Tout et 
al. 1993). Durch die Expression des Enzymes Glutamin-Synthetase ist es ihnen zudem als 
einzigen Zellen der Retina möglich, zelltoxischen Ammoniak zu eliminieren (Reichenbach et 
al. 1995). Die Glutamin-Synthetase (heute auch als Glutamat-Ammonium-Ligase bezeichnet) 
ist ein Enzym, welches unter ATP-Verbrauch Ammoniak (NH3) auf die Aminosäure Glutamat 
überträgt. So entsteht Glutamin. Dieses Enzym kommt in allen Müllerzellen vor und dient in 
der Netzhaut als Marker. Wird sie immunhistochemisch gefärbt, lassen sich unter dem 
Mikroskop alle Müllerzellen darstellen. Müllerzellen weisen zudem eine lichtleitende 
Funktion auf, indem Sie das Licht mit ihren apikalen Endfüßen von der vorderen 
Netzhautoberfläche aufnehmen und zu den Photorezeptor-Zellen leiten. So wird die Intensität 
des auftreffenden Lichts verstärkt und Lichtstreuung verringert (Franze et al. 2007, Agte et al. 
2011).  
Es wird deutlich, dass Müllerzellen enorm wichtige Aufgabengebiete übernehmen. Werden 
diese Gleichgewichte gestört, kommt es zu schwerwiegenden Folgen in der Retina, wie zum 
Beispiel retinalen Ödemen und Absterben von Neuralzellen. 
 Ursprung und Ontogenese der Müllerzelle 1.2.3
Die Größe der Retina und damit die Anzahl der Müllerzellen hängen von der Zahl der 
Zellteilungen ab. Diese ist stark speziesabhängig und steht unter genetischer Kontrolle. 
Müllerzellen entstehen aus retinalen Stammzellen. Sie entwickeln sich unter der Kontrolle 
verschiedener Signalmoleküle wie EGF und TGF-alpha von frühen über späte 
Vorläuferzellen zu Radialgliazellen. Diese differenzieren dann zu Müllerzellen ohne weiter zu 
proliferieren. Unter pathologischen Bedingungen nehmen Müllerzellen jedoch wieder 
Stammzelleigenschaften an (s. 1.3.3.2) (Reichenbach und Bringmann, 2010). 
 




1.3 Erkrankungen der Netzhaut 
Netzhautschädigungen lassen sich in akute, chronische und arteriosklerotisch bedingte 
Läsionen einteilen. In dieser Arbeit werden ein Modell der akuten Schädigung (high 
intraocular pressure, HIOP) und eine chronische Läsion (angeborene Retinadegeneration) 
genutzt. Diese Vorgänge können zu starkem Zelluntergang in der Retina führen. Die Reaktion 
der Müllerzellen auf diese pathologischen Einflüsse ist jeweils unterschiedlich, je nachdem ob 
es sich um eine langsame Degeneration (wie zum Beispiel angeborene 
Photorezeptordegeneration) oder eine rasch progrediente Degeneration handelt (Iandiev et al. 
2006). 
 Akute Läsionen 1.3.1
Retinale Ischämie ist einer der Hauptursachen für Visusverlust. Verschiedene Erkrankungen 
können zu einer akuten Minderdurchblutung der Netzhaut führen, z. B. geht ein akuter 
Glaukomanfall durch Störung des Kammerwasserabflusses mit stark erhöhtem 
Augeninnendruck einher. Infolgedessen kommt es auch hier zu einer verminderten 
Durchblutung der Netzhaut.  
Experimentell kann eine Ischämie durch künstlich erhöhten Augeninnendruck hervorgerufen 
werden. Die Auswirkungen von transientem, künstlich erhöhtem Augeninnendruck auf die 
retinalen Strukturen wurden schon an mehreren Spezies untersucht (Hirrlinger et al. 2010, 
Osborne et al. 2004, Muller et al. 1997). Durch den zeitweise erhöhten Druck kommt es zu 
einer Minderdurchblutung des retinalen Gewebes. Müllerzellen übernehmen hierbei vor allem 
während der Reperfusionsphase wichtige Aufgaben, also der Zeit nach der induzierten 
Ischämie. Retinale Neurone, vor allem Photorezeptorzellen, sind sehr anfällig für angeborene 
und erworbene Störungen des Metabolismus, zum Beispiel einer Minderversorgung mit Blut 
und Sauerstoff der Retina. Im Gegensatz dazu sind Müllerzellen außerordentlich resistent 
gegen die meisten Retinaerkrankungen. Sie überleben Ischämie, Anoxie und Hypoglykämien 
(Stone et al. 1999, Silver et al. 1997). 
 Chronische Erkrankungen der Netzhaut 1.3.2
Retinale Degeneration bezeichnet einen übergeordneten Begriff für angeborene oder 
erworbene Schädigungen der Netzhaut. Diese gehen oft mit fortschreitendem Visusverlust 
einher. Zu den chronischen Schädigungen zählen Retinitis pigmentosa (angeborene 
Photorezeptor-Degeneration), Makuladegenerationen, diabetische und hepatische 




Retinopathien. Vererbte Formen können unterschiedliche Gene und daraus resultierende 
Proteine betreffen. Dazu gehören Proteine, die die Phototransduktionskaskade betreffen (zum 
Beispiel Opsine), Transport- und Strukturproteine (zum Beispiel TULP1, Peripherin), 
Proteine des retinalen Pigmentepithels (zum Beispiel ABCR) oder Proteine, die an der 
retinalen Entwicklung beteiligt sind (zum Beispiel Pax-6, Pax-2) (Fishman  et al. 1997, 
Callaerts et al. 1997). 
Es existiert eine Vielzahl von Mausmodellen mit angeborener retinaler Degeneration (Chang 
et al. 2002). Die in dieser Arbeit verwendete Form führt bei homozygoten Mäusen schon etwa 
ab dem achten Lebenstag zu einer massiven Degeneration der Stäbchen. Nach vier Wochen 
gibt es so gut wie keine Photorezeptoren mehr in der murinen Retina – die Mäuse sind blind. 
Grund dafür ist Akkumulation von zyklischem GMP (cGMP) in der Netzhaut aufgrund einer 
Nonsense-Mutation der cGMP-Phosphodiesterase. Diese Mutation wird zum Beispiel als 
Modell zur Untersuchung der Retinitis pigmentosa verwendet. 
 Die Rolle der Müllerzelle in der erkrankten Retina 1.3.3
Es ist bekannt, dass Müllerzellen in den verschiedensten Pathologien der Netzhaut eine Rolle 
spielen. Sie werden bei retinalen Traumata, Ischämie, Lichtschäden, Retinaablösung, 
Glaukomen, diabetischen Retinopathien und Makuladegenerationen aktiviert und agieren je 
nach Art der Schädigung auf unterschiedlichste Weise. 
 Müllerzellgliose 1.3.3.1
Unter pathologischen Bedingungen, wie zum Beispiel einer transienten Ischämie, kommt es 
durch Sauerstoffmangel und Substratunterversorgung zur Degeneration der Neurone und einer 
Aktivierung von Gliazellen. Diese Aktivierung wird auch als Müllerzellgliose bezeichnet. 
Hierunter versteht man spezifische und nicht-spezifische Reaktionen der Müllerzellen auf 
unterschiedliche Stimuli. Diese haben in der Konsequenz zellprotektive und zytotoxische 
Effekte (Bringmann et al. 2009). Sie treten drei bis acht Tage nach der Reperfusion auf 
(Uckermann et al. 2005). Man unterscheidet zudem eine Frühphase der Gliose von einer 
Spätphase. Die Frühphase wirkt die Gliose eher neuroprotektiv, hier versuchen die 
Müllerzellen durch Freisetzung bestimmter Stoffe das Gewebe der neuralen Zellen zu 
schützen. Dazu gehören unter anderem Antioxidatien (Schütte und Werner, 1998), VEGF 
(Yasuhara et al. 2004) und Stickstoff-Monoxid (Abu-El-Asrar et al. 2001). VEGF soll die 
Schädigung der retinalen Blutgefäße durch erhöhte Glucose und oxidativen Stress verhindern. 
Des Weiteren erhöhen Müllerzellen die Stickstoff-Monoxid-Produktion. Sickstoff-Monoxid 
führt durch Dilatation der (retinalen) Blutgefäße zu einer vermehrten Durchblutung des 




Gewebes und soll die Neurone vor Glutamat schützen (Kashii et al. 1996) Dieses wirkt in 
hohen Konzentrationen toxisch (Lieth et al. 1998, Barnett und Pow, 2000). 
Die geschilderten Prozesse haben auch Kehrseiten. So erhöht VEGF die Gefäßwand-
Permeabilität und führt zu Lecks in den Blutgefäßen (Miller et al. 1994). Das durch die 
Müllerzellen freigesetzte Stickstoff-Monoxid wiederum wirkt zytotoxisch auf die neuralen 
Zellen (Goureau et al. 1999). So haben die Reaktionen der aktivierten Gliazellen der Retina 
sowohl neuroprotektive als auch neurodegenerative Folgen (Sofroniew, 2005). 
 Die Stammzelleigenschaften der Müllerzelle 1.3.3.2
Müllerzellen besitzen die Fähigkeit, unter pathologischen Bedingungen 
Stammzelleigenschaften anzunehmen (Fischer und Reh, 2001). Kommt es zu Verletzungen 
der Netzhaut de-differenzieren und proliferieren die Müllerzellen. Sie migrieren dann als 
neuronale Progenitorzellen zur jeweils verletzen Retinaschicht und differenzieren sich bis zu 
einem bestimmten Grad in die zugrunde gegangene Neurone (Fischer und Reh, 2001). Diese 
Eigenschaften sind jedoch bei kaltblütigen Wirbeltieren besser erhalten als bei Warmblütern. 
Dabei exprimieren die Müllerzellen Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel Pax-6 und 
Chx10 (Fischer und Reh, 2003). Der Transkriptionsfaktor Pax-6 wird in dieser Arbeit als 
Marker bei verschiedenen retinalen Pathologien eingesetzt. 
Man kann diese Eigenschaft auch experimentell nachweisen: Injiziert man subtoxische 
Mengen von Glutamat (oder alpha-Aminoadipat) unter die Retina von adulten Mäusen, führt 
das zur De-Differenzierung von Müllerzellen. Diese exprimieren Vorläufer-Zellmarker wie 
Nestin und Chx10, proliferieren und migrieren in die äußere Körnerschicht (ONL) der 
Netzhaut. Hier transdifferenzieren einige dieser Zellen in Photorezeptor-Zellen (Karl et al. 
2008).  
Das Zusammenspiel von Transkriptionsfaktoren und Signalwegen wie Notch, Sonic hedgehog 
und Wnt/beta-Catenin ist in seiner Gänze noch nicht verstanden. Die Fähigkeit der 
Müllerzellen, Stammzelleigenschaften anzunehmen, um geschädigte Retinaareale zu 
regenerieren, bietet Potenzial für zukünftige therapeutische Ansätze zur Behandlung 








1.4 Mausgenetik  
Das Gen-Knockout-Prinzip dient vor allem in Mäusen der Untersuchung biologischer 
Mechanismen, da viele Gene der Mäuse auch in den Menschen vorkommen. Es wird seit 
Jahren in der Forschung genutzt. Das auszuschaltende Gen wird durch ein sehr ähnliches Gen 
ersetzt, welches aber keine oder eine krankhafte Funktion aufweist. Nach dem Einbringen der 
so erzeugten DNA in embryonale Stammzellen, welche dann in Blastozysten der Mäuse 
injiziert werden, kann letztendlich nach Kreuzungen eine heterozygote Mauslinie mit dem 
ausgeschalteten Gen („knock-out“) generiert werden. Auf diese Weise lässt sich unter 
optimalen Voraussetzungen die Funktion eines Genes ermitteln. 
Diese Methode hat jedoch einige Schwachstellen. Zum einen ist die Genmodifikation in allen 
Zellen des Organismus erfolgt. Da jedoch ein bestimmtes Gen in bestimmten Zellen für das 
Überleben des Organismus notwendig sein kann, kann dieser sogenannte Vollknockout häufig 
letal sein. Zum anderen werden während der Entwicklung bestimmte Gene nur zu bestimmten 
Zeiten aktiv, zum Beispiel in der Embryonalphase. Diese werden danach wieder abgeschaltet 
oder in eine Phase der Inaktivität versetzt. Wird ein Gen durch „knock-out“ schon vor der 
eigentlichen Entwicklung des Organismus abgeschaltet, ist es nahezu unmöglich zu sagen, in 
welcher Entwicklungsphase es welche Rolle spielen könnte. Beim klassischen „Knock-out“-
Prinzip fehlt also sowohl die räumliche als auch die zeitliche Kontrolle über das Ausschalten 
des Zielgens. 
 Das Cre-loxP-System 1.4.1
Um die räumliche Kontrolle der Genmodifikation zu erreichen, wurde die sogenannte 
konditionale Genmodifikation entwickelt. Hierzu bedient man sich der sogenannten 
Integrasen, Enzyme, die die Rekombination von DNA katalysieren. Eine wichtiges Enzym 
der Integrase-Familie ist die Cre-Rekombinase (causes recombination). Dieses 38 
kDa-Protein entstammt dem P1-Bakteriophagen und katalysiert die Rekombination zwischen 
ihren beiden Erkennungssequenzen.  Diese Erkennungssequenz nennt man loxP (locus of 
crossover x) aus dem Bakteriophagen P1 (Hamilton et al. 1984). Hamilton beobachtete, dass 
dieses Cre-Protein an bestimmte Erkennungssequenzen zwischen zwei loxP-Sequenzen 
bindet, diese zusammenfügt und so die Rekombination katalysiert (Abb. 4). Dabei wird eine 
bestimmte DNA-Sequenz, die zwischen den beiden loxP-Sequenzen liegt, ausgeschnitten und 
anschließend der DNS-Strang wieder verknüpft. Dieses ist möglich, da es sich um eine 
palindrome Konsensussequenz handelt. Das bedeutet, dass die doppelsträngigen 
loxP-Sequenzen in eine Richtung jeweils die gleichen Basenabfolgen zeigen. Dadurch kann 




eine einzelne Cre-Rekombinase jeweils die Hälfte einer loxP-Sequenz binden, ein Tetramer 
formen und so mit der gegenüberliegenden loxP-Sequenz verknüpfen (Voziyanov et al. 
1999). Da man die Expression der Cre-Rekombinase durch den verwendeten Promotor auf 
bestimmte Zellen beschränken kann, wird eine räumliche Kontrolle des Gen-Knockouts 
erreicht. Zu den zahlreichen Vorteilen, die die Entdeckung des Systems mit sich bringt, zählt 
auch die Tatsache, dass man keine weiteren Kofaktoren benötigt. 
Um in einer Mauslinie nun ein Gen auszuschalten, benötigt man zwei Mauslinien, die 
miteinander verkreuzt werden: Die erste Mauslinie exprimiert in bestimmten Zellen die Cre-
Rekombinase, in der anderen Mauslinie wurden die auszuschneidenden DNA-Bereiche mit 
loxP-Sequenzen flankiert. Erst nach dem Verkreuzen der beiden Mauslinien kann man den 
Gen-Knockout erzeugen. In dieser Arbeit wurden das Cre-loxP- bzw. das Split-Cre-System, 








Abbildung 4 Das Cre-loxP-System und die konditionale Überexpression von Genen  
A: Die Cre-Rekombinase bindet an die beiden loxP-Sequenzen. Diese flankieren die DNA-Sequenz, welche ausgeschnitten 
werden soll. Die Cre-Rekombinase schneidet die „gefloxte“ Sequenz als DNA-Ring heraus, welcher in der Zelle schnell 
abgebaut wird. Die verbleibende DNA-Sequenz beinhaltet nur noch eine loxP-Sequenz. Das Gen wird exprimiert. 
B: Das Cre-loxP-System: In der ersten Mauslinie (Maus 1) wird das Cre-Protein unter einem Promotor exprimiert, der die 
Zielzelle definiert, während in der zweiten Mauslinie (Maus 2) das Zielgen von zwei loxP-Sequenzen flankiert wird. Nach 








 Einführung der erweiterten räumliche Kontrolle der Rekombination mit Hilfe von 1.4.1.1
zwei verschiedenen Promotoren durch das Split-Cre-System 
Trotz des beeindruckenden Fortschritts, der durch die Einführung des konditionalen 
Gentargetings und des induzierbaren CreERT2-Systems gemacht werden konnte (Metzger 
et al. 2001), reicht das Expressionsmuster eines einzigen Promotors oft nicht aus, um einen 
spezifischen Zelltyp zu definieren (Yoshihara et al. 2012). Um auch diese Limitation zu 
umgehen, wurde eine weitere Dimension der Rekombinationskontrolle mit Hilfe des 
Split-Cre-Systems entwickelt. Bei diesem System macht man sich zunutze, dass die Cre-
Rekombinase in zwei Hälften geteilt wird und durch die Einführung einer konstitutiv aktiven 
Protein-Protein-Interaktionsdomäne wieder komplementiert werden kann. Hierzu wurde ein 
Fusionsprotein aus jeweils einer Cre-Hälfte und Interaktionsdomäne generiert, diese 
modifizierten Cre-Hälften wurden als NCre und CCre bezeichnet (Abb. 5). 
 
 
Abbildung 5 Die Cre-Rekombinase und die daraus resultierenden NCre- und CCre-Fusionsproteine 
Die NCre- und CCre-Proteine wurden konstruiert, indem die Aminosäuren 19 – 59 (NCre) bzw. 60 – 343 (CCre) 
des Cre-Proteins mit einer Domäne des Hefe-Transkriptionsfaktors GCN4 (GCN4cc) fusioniert wurden. 
aa= aminoacids (Aminosäuren); 50 aa = Längenangabe, entspricht 50 Aminosäuren. Abbildung modifiziert aus 
Hirrlinger et al. 2009. 
 
Wird nun je eine Hälfte unter die Kontrolle eines eigenen  Promotors (hier als Promotor 1 
und Promotor 2 bezeichnet, Abb. 6) gestellt, kann die Rekombination nur dann stattfinden, 
wenn beide Hälften zur gleichen Zeit und in der gleichen Zelle exprimiert werden. Eine Cre-
Proteinhälfte allein ist nicht in der Lage, eine DNA-Rekombination zu katalysieren.  
Da die DNA-Rekombination nicht mehr rückgängig gemacht werden kann, ist das Split-
Cre-System ein Koinzidenzdetektor für die gleichzeitige Aktivität von zwei verschiedenen 






Abbildung 6 Das Split-Cre-Prinzip  
Die Sequenzen für NCre und CCre stehen unter der Kontrolle von Promotor 1 bzw. Promotor 2. Nur wenn beide 
Promotoren gleichzeitig aktiv sind, ist das Enzym funktionsfähig. Es erkennt dann loxP-Sequenzen (rote 
Dreiecke) und kann zur Expression von Reportergenen durch Exzision von STOP-Sequenzen (1.) oder 
Exzisionen von DNA-Abschnitten (2.) führen. Abbildung modifiziert aus Hirrlinger et al. 2009. 
 
 Nachweis der DNA-Rekombination mittels der Reportergene 1.4.1.2
Um eine erfolgreiche DNA-Rekombination nachzuweisen kann ein sogenannter Reporter 
verwendet werden. Als Reporter wird z. B. ein fluoreszentes Protein verwendet, welches erst 
nach erfolgreicher Rekombination einer vorgeschalteten Stopkassette exprimiert wird 
(Abb. 7). Hierzu sollte der Reporter in allen Zellen des Organismus vorhanden sein, daher 
verwendet man für die Generierung von sogenannten Reportermauslinien ubiquitär 
exprimierende Promotoren oder Genloci. Der ROSA26-Genlocus ist ein solcher ubiquitär 
exprimierter Genlocus, der für die Generierung der sogenannten ROSY-Reportermauslinie 
verwendet wurde (Srinivas et al. 2001). Die Reportermauslinie ermöglicht es, spezifisch 
Zellen zu detektieren, in denen beide Cre-Hälften exprimiert wurden und daher das 
Reportergen rekombiniert werden konnte. Die „gefloxte“ Stop-Sequenz wird in den Zellen, in 
denen beide Cre-Hälften vorhanden sind, herausgeschnitten. Diese Zellen leuchten durch die 
Expression des Fluoreszenzproteins EYFP unter dem Mikroskop auf. Da die Leuchtkraft des 
EYFP allerdings recht schwach ist, wird die Fluoreszenz durch eine nachfolgende 
immunhistochemische Färbung auf das Antigen EYFP verstärkt. Der hierzu verwendete 
Sekundärantikörper leuchtet grün und kann leicht detektiert werden.  





Abbildung 7 Das Split-Cre-Rekombinationssystem in tripel-transgenen Mäusen 
Die für NCre und CCre kodierenden Sequenzen stehen unter der Kontrolle der beiden Promotoren GFAP 
beziehungsweise PLP. Nur wenn beide Promotoren gleichzeitig in der gleichen Zelle einer trangenen Maus aktiv 
sind, findet die funktionelle Komplementation und damit die Rekombination des Reportergens statt: Der 
Reporter EYFP wird unter der Kontrolle des ROSA26-Promotors nach erfolgreicher Rekombination der von 
loxP-Sequenzen (rote Dreiecke) flankierten Stop-Sequenz gebildet. Dadurch wird die rekombinierte Zelle unter 
dem Mikroskop zum Leuchten gebracht.  
GCNV, PCCK, ROSY = Mauslinien. Abbildung modifiziert aus Hirrlinger et al. 2009. 
Markerproteine 
Das klassische Markerprotein für Astrozyten ist das saure Gliafaserprotein (GFAP). GFAP ist 
ein Intermediärfilament, das in Astroglia sowohl im zentralen und als auch im peripheren 
Nervensystem vorkommt. Bei einer Gliose ist eine höhere Menge an GFAP in den 
betroffenen Zellen nachweisbar. In Müllerzellen kommt physiologisch nur sehr wenig GFAP 
vor, im Gegensatz zu den retinalen Astrozyten. Nach Schädigung der Retina ist die verstärkte 
Expression von GFAP in Müllerzellen eine sehr sensitive, jedoch nicht-spezifische Antwort 
der Retina. Dieser Marker kann als „retinaler Stress-Indikator“ verwendet werden (Bringmann 
und Reichenbach, 2001). 
 
Das Proteolipoprotein (PLP) ist das Hauptprotein der reifen Oligodendrozyten und eignet sich 
daher gut zum Nachweis dieser myelinbildenden Zellen im ZNS. Es ist ein hydrophobes 
Membranprotein. Die Expression des Plp1-Genes ist zeitlich begrenzt (Zolova et al. 2011). 
Mutationen im Plp1-Gen führen bei Mäusen zu schwerwiegenden Myelinisierungsschäden im 
ZNS (Nave et al. 1986). Untersuchungen zeigten, dass es eine PLP-Promotor-Aktivität in 




Progenitorzellen gibt und dieser Promotor in der Differenzierung neuraler Zellen eine 
wichtige Rolle übernimmt (Delaunay et al. 2008, s.a. Diskussion).  
Da die beiden Gliaproteine GFAP und PLP Markerproteine für verschiedene makrogliale 
Zelltypen sind, dürfte eine zeitgleiche Expression dieser Proteine in einer Zelle nicht 
stattfinden. Diese zeitgleiche Aktivität des GFAP- und PLP-Promotors wurde jedoch bereits 
mit Hilfe des Split-Cre-Systems in verschiedenen Hirnregionen beobachtet (Hirrlinger et al. 
2009). Die Rekombination von Astrozyten und NG2-Zellen im Gehirn weist auf eine 
zeitweilige Koexpression von GFAP und PLP in gemeinsamen Vorläuferzellpopulationen hin, 







1.5 Pax-6 und Sox-9: Transkriptionsfaktoren spezifizieren das Zellschicksal 
Transkriptionsfaktoren spielen bei der Initiation der RNA-Polymerase bei der Transkription 
eine entscheidende Rolle. Sie können an die DNA binden und die entsprechenden  
Promotoren aktivieren oder reprimieren, wodurch die Synthese der kodierten Proteine 
entsprechend beeinflusst wird. In dieser Arbeit werden die Transkriptionsfaktoren Pax-6 und 
Sox-9 im Hinblick auf ihre Aktivität unter pathologischen Bedingungen in der Retina 
untersucht.  
 Die PAX-Familie  1.5.1
Pax-Gene sind eine Familie von gewebespezifischen Transkriptionsfaktoren. „Pax“ steht für 
„paired box protein“, welche eine Untergruppe der Transkriptionsfaktoren darstellt. Sie 
besitzen eine charakteristische 128 Aminosäuren lange gepaarte DNA-Bindungsdomäne. (Xu 
et al. 2007). Die Pax-Genfamilie bei Säugern wird in vier Gruppen eingeteilt. Die Pax-
Genfamilie ist für die Entwicklung und Spezifikation unterschiedlichster Gewebe bei Säugern 
zuständig und umfasst neun Pax-Gene (Callaerts et al. 1997). So spielt Pax-2 in der 
Entwicklung der Niere eine Rolle (Tong et al. 2006), Pax-4 wurde in den Beta-Zellen der 
Bauchspeicheldrüse identifiziert (Lu et al. 2007). Mäuse und Menschen besitzen im 
Pax-6-Gen identische Aminosäure-Sequenzen (Gehring et al. 1999).  




Pax-6 gehört in die vierte Gruppe. Es ist das am besten untersuchte Pax-Gen und spielt eine 
herausragende für die Entwicklung der Augen und des Gehirns (Glaser et al. 1992). In der 
Säugerretina wird es schon in den ersten Embryonaltagen exprimiert. Mutationen in diesem 
Gen führen zu schwerwiegenden Augenmissbildungen bis hin zu fehlender 
Augenentwicklung (Fernald et al. 2004). Fehlt Pax-6, führt das zur Aniridie bei Menschen 
(Jordan et al. 1992) und zum Kleinaugenphänotyp bei Mäusen (Hill et al. 1991). Es wird 
angenommen, dass Pax-6 den zeitlichen Ablauf der Neurogenese und die Differenzierung der 
retinalen Neurone reguliert (Philips et al. 2005).  
 SOX-9-Gene 1.5.2
Sox-Gene sind unter anderem in die Geschlechtsdeterminierung und die Entwicklung neuraler 
Strukturen eingebunden. Sox steht für Sry-related HMG box, da sie die HMG-Box für die sex 
determing region of (chromosome) Y enthalten. Sie enthalten eine sogenannte HMG-Box 
(„high mobility group“). Diese übernimmt vielfältige Funktionen bei Transkription, 
Replikation, Rekombination und DNA-Reparatur. Es sind derzeit 20 Sox-Gene in Mäusen 
und Menschen entschlüsselt (Kiefer et al. 2007). Diese werden in Untergruppen von A bis H 
eingeteilt. Sox-9 gehört zusammen mit Sox-8 und Sox-10 zur Gruppe E. Die der Gruppe E 
angehörigen Sox-8- und Sox-9-Proteine werden in der sich entwickelnden Maus-Retina 






Die Definition von Zellpopulationen im Allgemeinen sowie von Populationen von 
Vorläuferzellen im Speziellen ist von größter Bedeutung für entwicklungsbiologische 
Fragestellungen sowie für die Nutzung dieser Zellpopulationen für therapeutische Zwecke. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, zu untersuchen, ob in der Retina eine (Sub-)Population 
von Müllerzellen durch die gleichzeitige Expression des GFAP- und PLP-Promotors während 
der Entwicklung definierbar ist (ähnlich wie für Astrozyten im Gehirn) und ob diese 
Zellpopulation durch akute und chronische Schädigung aktiviert werden kann. Dazu sollten 
tripel-transgene Mäuse eingesetzt werden, in denen Zellen irreversibel markiert werden, 
sobald sie gleichzeitig beide Promotoren aktivieren. Darüber hinaus sollten diese 
Zellpopulationen in Bezug auf die Expression bestimmter Transkriptionsfaktoren (Sox-9, 
Pax-6) untersucht werden, die essentiell für die Neurogenese und Differenzierung der 
retinalen Neurone sowie für die Stammzelleigenschaften der Müllerzellen sind. Diese Arbeit 
soll damit die Hypothese prüfen, dass Müllerzellen das Potential besitzen, stammzellähnliche 








3 Material und Methoden 
3.1 Material 
 Chemikalien 3.1.1
Die Chemikalien wurden, sofern nicht anders erwähnt, von den Firmen CALBIOCHEM 
(Darmstadt), CHEMICON (Nürnberg), COVANCE (München), EPPENDORF (Hamburg), 
MILLIPORE (Schwalbach) und ROCKLAND Immunochemicals (Gilbertsville, USA) 
bezogen. Alle Lösungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit destilliertem Wasser 
(A. bidest.) hergestellt (Tab.1). 
 
Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten Lösungen 




phosphate buffered saline) 
1,4 M NaCl 
80 mM Na2PO4 
27 mM KCl 





PBS-Azid 0,01 % Natriumazid (in 1x PBS) Applichem, Darmstadt 
50x TAE 
(pH 8) 
2 M Tris/HCl 
1 M Essigsäure 






In Tabelle 2 sind die für die immunhistochemische Analyse verwendeten Primär- und 
Sekundärantikörper, sowie ihre Herkunft und ihre Verdünnung aufgeführt. Die Schnitte 
wurden, sofern nicht gefärbt, in eigens hergestellter phosphatgepufferter Salzlösung (PBS = 
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Tabelle 2: Übersicht über die in der Immunhistochemie verwendeten Antikörper und Kernfarbstoffe 
Antikörper Spezies Quelle Verdünnung 
Primäre Antikörper    
anti-GFP Ziege Rockland, Gilbertsville, USA 1:750 
anti-GS Maus Chemicon, Nürnberg 1:250 
PAX-6 Kaninchen Covance PRB 2788-100, München 1:300 
SOX-9 Kaninchen Millipore, Schwalbach 1:500 
Sekundäre 






anti-Kaninchen-IgG Esel Dianova 1:1000 
Cy5-gekoppelter 
anti-Maus-IgG Esel Dianova 1:100 
Kernfärbungen    
DAPI  AppliChem, Darmstadt 1:10000 




Die DNA-Gelelektrophorese wurde mit dem Größenstandard GeneRulerTM 100 bp DNA 































Abbildung 8 Verwendete Größenstandards bei der Gelelektrophorese 
Die Bandengröße der verwendeten PCR-Produkte betrug ca. 400 bis 700 Basenpaare.  





Die in dieser Arbeit verwendeten Mauslinien wurden im Max-Planck-Institut für 
Experimentelle Medizin, Göttingen, generiert, gezüchtet und den Richtlinien der 
Europäischen Union für Versuchstiere entsprechend behandelt. Für die Versuche wurden die 
Tiere im Tierstall des Paul-Flechsig-Institutes für Hirnforschung, Leipzig, mit einem 
zwölfstündigen Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Im klimatisierten Stall standen Wasser und 
Futter zur freien Verfügung. Die Experimente erfolgten in Übereinstimmung mit geltenden 
deutschen Gesetzen gemäß der Tierschutzrichtlinie 86/609/EEC. Die TVV-Registriernummer 
der Landesdirektion Sachsen lautet TVV 20/09. 
Es wurden folgende tripel-transgene Mauslinien verwendet: [TgN(hGFAP-NCre)] Mauslinie 
V bzw. T x [TgN(mPLP-CCre)] Linie K x [TgH(ROSA26-loxP/STOP/loxP-EYFP)] [kurz: 
GCNV x PCCK x ROSY und GCNT x PCCK x ROSY] und (Abb. 9). Die GCNV- bzw. GCNT-
Linien sind zwei unterschiedliche Stammlinien des Transgens GFAP-NCre, jeweils 
bezeichnet durch die Buchstaben V bzw. T, bei denen die NCre-Hälfte unter der Kontrolle des 
astrozytären GFAP-Promotor steht. Bei der PCCK-Linie wird die CCre-Hälfte unter der 
Kontrolle des oligodendroglialen PLP-Promotors exprimiert. 
Die ROSY-Mauslinie ist die Reportermauslinie, bei der eine gefloxte Stop-Kassette nach 
Rekombination ausgeschnitten wird und die Expression des Reporterproteins EYFP ausgelöst 
wird. Daher können die Zellen, die zeitgleich beide Cre-Hälften exprimiert haben, durch das 
Vorhandensein von EYFP detektiert werden. Da die EYFP-Fluoreszenzintensität für eine 
Material und Methoden 
30 
 
direkte Analyse zu schwach ist, wird die Fluoreszenz mit Hilfe einer nachgeschalteten 
immunhistochemischen Färbung mittels eines anti-GFP-Antikörpers auf das Antigen EYFP 
verstärkt.   
 
 
Abbildung 9 Kreuzung der tripel-transgenen Mäuse, die eine Split-Cre-vermittelte Expression des 
Reportergens EYFP ermöglichen. 
 
Die transgenen Mauslinien haben einen genetischen Mischhintergrund, da der genetische 
Hintergrund der GCNV, GCNT und PCCK-Linie FVB/N ist, der genetische Hintergrund der 
ROSY-Reporterlinie jedoch C57/Bl6. In der FVB/N-Inzuchtlinie tritt eine rezessive 
Genmutation im Pde6brd1-Gen auf, die eine Phosphodiesterase betrifft. In den homozygoten 
Tieren kann gebildetes cGMP in der Retina nicht mehr abgebaut werden und akkumuliert im 
Gewebe. Dies führt zu einem schnellen Absterben der Photorezeptoren in den betroffenen 
Tieren, sodass die Tiere rasch postnatal erblinden. Diese bereits vorhandene Mutation wurde 
daher als Modell für eine chronische retinale Degeneration verwendet. Hierzu musste 
sichergestellt sein, dass die Mutation homozygot vorliegt. Daher wurden die Tiere auch auf 
diese rd-Mutation genotypisiert.  
Die Mäuse waren bei der Durchführung der Experimente 4 bis 6 Monate alt. Die untersuchten 
















7300 Real Time PCR System Applied Biosystems (Darmstadt) 
Chameleon Laser Coherent (Darmstadt) 
Gelelektrophorese System PowerPac300 Bio-Rad (München) 
Konfokales Laserscanning Mikoskop  
(LSM 510) Zeiss (Jena) 
Präparierbesteck FST (Heidelberg) 
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus (Mannheim) 
UV-Geldokumentationssystem Intas (Göttingen) 
Vibratom HM 650 V Microm 
Vortex Mixer 7-2020 neoLab (Heidelberg) 
 
3.2 Methoden 
 Genotypisierung transgener Mäuse  3.2.1
 DNA-Gewinnung 3.2.1.1
Für die DNA-Extraktion wurde das Invisorb® DNA Spin Tissue Mini Kit verwendet. Den 
Mäusen wurde eine kleine Gewebeprobe von etwa 0,5 cm Länge vom Schwanzende 
entnommen und in einem 2 ml fassenden EPPENDORF-Reaktionsgefäß mit 400 µl 
Lysepuffer G und 40 µl Proteinase K auf einem Vortexgerät gemischt. Danach wurden die 
Proben bei 52 Grad Celsius unter konstantem Schütteln über Nacht inkubiert, damit die 
Schwanzenden vollständig lysierten. 
Nach zweiminütigem Zentrifugieren bei 13000 Umdrehungen wurde der Überstand in einem 
neuen 1,5 ml fassendem Reaktionsgefäß mit 200 µl Bindepuffer T gemischt, damit die DNA 
auf der Filtermembran optimal bindet, das Lysat auf einen Spinfilter übertragen, bei 
Raumtemperatur eine Minute inkubiert und anschließend bei 12000 Umdrehungen pro Minute 
für zwei Minuten zentrifugiert. 
Nach Verwerfen des Filtrates wurden 550 µl Waschpuffer hinzugegeben und wiederum bei  
13000 Umdrehungen zentrifugiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. 
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Damit das Ethanol aus dem Waschpuffer aus den Filtern entfernt werden konnte, mussten die 
Spinfilter in neue 2 ml fassende Reaktionsgefäße gebracht und zentrifugiert werden. Danach 
konnte der Spinfilter, der auf der Membran nun die DNA enthielt, wieder in ein 1,5 ml 
Reaktiongefäß gesteckt werden. Jetzt wurde circa 150 µl vorgewärmter Elutionspuffer D 
hinzugegeben, damit sich die DNA von der Filtermembran lösen konnte. Nach 3 Minuten 
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde mit 10000 Umdrehungen pro Minute 
zentrifugiert, der Spinfilter wurde anschließend verworfen. Das Eluat enhielt nun die DNA, 
die mittels PCR analysiert werden konnte. 
 Polymerase-Kettenreaktion 3.2.1.2
Die Genotypisierung transgener Tiere erfolgte durch die Polymerase-Kettenreaktion 
(polymerase chain reaction, PCR).  
Ein 20 µl Reaktionsansatz bestand aus: 
- 13 ml A. bidest. 
- 2 µl RedTaq-Puffer 
- 2 µl dNTP (2,0 mM)  
- 1 µl Vorwärtsprimer (5µM) 
- 1 µl Rückwärtsprimer (5µM) 
- 1 µl Red-Taq-Polymerase 
 
Für die Gentypisierung wurden die in Tabelle 3 gezeigten Primer verwendet. Da die Angaben 
nur für einen Reaktionsansatz gelten, müssen sie jeweils für die entsprechende Anzahl der zu 
untersuchenden Proben multipliziert werden. 
Die Stammlösungen der Oligonucleotide von 50 µM wurden mit A. bidest. hergestellt. Die 
Lagerung erfolgte bei - 20°C. 
 
Ein 21 µl Reaktionsansatz zum Nachweis der rd-Mutation bestand aus: 
- 13,3 ml A. bidest. 
- 2 µl RedTaq-Puffer 
- 2 µl dNTP (2,0 mM) 
- 1 µl Vorwärtsprimer (5µM) 
- 1 µl Rückwärtsprimer (5µM) 
- 1 µl Rückwärtsprimer (5µM) 
- 0,7 µl Red-Taq-Polymerase 




Für die Gentypisierung wurden die Primer JH15 (Vorwärtsprimer) und JH16 bzw. JH17 
(Rückwärtsprimer) verwendet. 
Die folgende Tabelle stellt die PCR-Produkte zum Nachweis der jeweiligen Mutationen mit 
der entsprechenden Bandengröße dar. Sie gibt auch eine Übersicht über die jeweils 
verwendeten Primer-Paare. Nachfolgend werden die PCR-Programme tabellarisch dargestellt 
(Tab. 4 und 5).  
 
Tabelle 3: PCR-Produkte zum Nachweis der jeweiligen Mutation mit den entsprechenden Bandengrößen 









CAG GTT GGA GAG GAG ACG 
CAT CA 
 
CCA TCA GGT TCT TCC TGA 
CTT CAT CA 
400 bp 





ATG CGT ACC TGA CTT TCT 
CCT TCT 
 
CTC CAT CAG GGA TCT GAC 
TTG GTC AA 
500 bp 
PCR für RD-Mutation 
(Wildtyp) 
JH 15 (s) 
 
 
JH 17 (as) 
ATG TCC TAC AGC CCC TCT 
CCA AG  
 
GTG TCC TGA TGC CAC TGG 
TGG A 
205 bp 
PCR für RD-Mutation 
(homozygot) 
JH 15 (s) 
 
 
JH 16 (as) 
 
ATG TCC TAC AGC CCC TCT 
CCA AG 
 





Die Ansätze wurden in 0,5 ml EPPENDORF-Reaktionsgefäße pipettiert und in der PCR-
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Tabelle 4: PCR-Programm für GFAP-NCre und PLP-CCre 
Schritt Bezeichnung Temperatur Zeit 
1. Initiale Denaturierung 94°C 3 min 
2. Denaturierung 94°C 30 s 
3. Primer-Anlagerung 55°C 30 s 
4. Verlängerung/Elongation 72°C 1 min 
Wiederholung der Schritte 2 bis 4: 40 mal 
5. Abschließende Elongation 72°C 10 min 
 
Tabelle 5: PCR-Programm für die rd-Mutationen 
Schritt Bezeichnung Temperatur Zeit 
1. Initiale Denaturierung 94°C 3 min 
2. Denaturierung 94°C 30 s 
3. Primer-Anlagerung 57°C 30 s 
4. Verlängerung/Elongation 72°C 1 min 
Wiederholung der Schritte 2 bis 4: 40 mal 
5. Abschließende Elongation 72°C 10 min 
 
Die verwendeten Mäuse waren transgen sowohl für die GFAP-NCre- als auch die PLP-CCre-
Mutation, um die jeweiligen Cre-Hälften exprimieren zu können. Für den ROSY-Reporter 
wurde keine PCR-Analyse benötigt, da diese Genveränderung in den gezüchteten Mauslinien  
homozygot vererbt wurde. Ein Teil der Mäuse sollte für die Versuche homozygot für die 
rd-Mutation sein. In dieser Arbeit werden die Netzhäute der Mäuse mit angeborener 
Retinadegeneration als „RD-Retinas“ bezeichnet. 
 Agarose-Gelelektrophorese 3.2.1.3
Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Molekülen nach Größe unter Zuhilfenahme 
eines elektrischen Feldes. In dieser Arbeit wurde die Agarose-Gelelektrophorese 
durchgeführt. Diese eignet sich besonders gut, um Nukleinsäure-Stränge nach ihrer Größe 
aufzutrennen. Die Agarose ist ein Polysaccharid. Wird es zum Gel aufgekocht, bildet es lange 




Fäden aus Agarosepolymeren. Durch diese netzartige Struktur müssen die Moleküle bei der 
Agarose-Gelelektrophorese wandern. Je höher die Agarose im Gel konzentriert ist, desto 
engmaschiger wird das Netz und desto kleiner sind die Poren, durch die die Moleküle 
wandern müssen. Dies ermöglicht sehr feine Auftrennungen von Molekülen nach ihrer Größe. 
Zur Herstellung des Gels wurde eine 1,5%ige Agaroselösung (in 1x TAE; Sigma-Aldrich) 
hergestellt. Diese wurde mit 4µl/100 ml Ethidiumbromidlösung (Applichem; 
Endkonzentration 0,04 µg/ml) versetzt. Ethidiumbromid wirkt durch Interkalation in die 
DNA-Stränge. Dadurch wird die Fluoreszenz-Emission des Ethidiumbromid um ein 
Vielfaches verstärkt, die DNA wird unter UV-Licht sichtbar (s. Abb.10). 
Die Elektrophorese wurde in einer horizontalen Laufkammer (Biostep, Jahnsdorf) in 1x 
TAE-Puffer mit einer Spannung von 120 Volt für etwa 120 Minuten durchgeführt. Die 
Moleküle in den Ansätzen folgen dem elektrischen Feld. Sie wandern je nach Größe und 
Ladung von der negativ geladenen Kathode zur positiv geladenen Anode. Kleine, negativ 
geladene Teilchen wandern dabei am schnellsten, große negativ geladene Teilchen langsamer. 
Die Größenzuordnung der PCR-Produkte wurde mit Hilfe der in Abbildung 8 dargestellten 
Größenstandards bestimmt. Das Gel wurde anschließend unter der UV-Lampe ausgewertet 
und digital gespeichert. Zudem musste die Hälfte der Mäuse homozygot für die rd-Mutation 
sein, damit diese rezessiv vererbte Mutation ausgeprägt wurde. 
 




Abbildung 10 Auswertung der Gelelektrophorese 
A: Gelelektrophoretische Analyse der Genotypisierungs-PCR für GFAP-NCre transgene Mäuse: Die Spur auf 
der linken Seite ist der Größenmarker. Die Banden des Markers entsprechen von unten nach oben 100 bis 1000 
bp (vgl. Abb 8). In den Spuren 1 - 27 sind die PCR-Produkte aufgetragen, die zur Genotypisierung der einzelnen 
Mäuse angefertigt wurden. Eine positive Bande zeigt die Transgenität für GFAP-NCre an. Die Spur H2O 
bezeichnet die Wasserkontrolle, also die Kontroll-PCR, bei der keine Template-DNA verwendet wurde. 
B: Gelelektrophoretische Analyse der Genotypisierungs-PCR für PLP-CCre transgene Mäuse. In den Spuren 
1 - 27 sind die PCR-Produkte aufgetragen, die zur Genotypisierung der einzelnen Mäuse angefertigt wurden. 
Eine positive Bande zeigt die Transgenität für PLP-CCre an. Die TG-Bande links ist die Positivkontrolle für das 
PCR-Produkt PLP-CCre. 
Die Mausnummern Mäuse 2, 4, 10, 12, 13, 14, 15, 17, 18 und 20 sind doppelt transgen für die Split-Cre-
Mutation, also sowohl für GFAP-NCre als auch für PLP-CCre, da hier sowohl in A als auch in B eine Bande 
aufleuchtet.  
C: Gelelektrophoretische Analyse der Genotypisierungs-PCR für die rd-Mutation. Im oberen Teil des Gelbildes 
sind die Proben Mäuse 1 – 5 aufgetragen. Im unteren Abschnitt sind die einzelnen Kontrollbanden zu sehen. In 
diesem Fall sind die Mäuse 3 und 5 homozygot für die RD-Mutation, die Mäuse 1,2 und 4 sind heterozygot und 
konnten nicht für die Experimente verwendet werden.  
H2O: Wasser; WT: Wildtyp; MUT: Mäuse, die homozygot für die RD-Mutation sind; HET: heterozygot; bp: 








 Akute retinale Läsion durch Anlegen eines erhöhten Augeninnendrucks („high 3.2.2
intraocular pressure“, HIOP) 
Um eine akute Läsion hervorzurufen, wurde bei den Mäusen eine transiente retinale Ischämie 
angelegt. Dazu wurde der Augeninnendruck jeweils eines Mäuseauges für 60 Minuten 
künstlich erhöht. Das andere Auge wurde nicht behandelt und diente als Kontrollauge 
(Hirrlinger et al. 2010). 
Die Mäuse wurden mit Ketamin (100 mg/kg Körpergewicht i.p.), Xylazin (5 mg/kg 
Körpergewicht i.p.) und Atropinsulfat (100 mg/kg Körpergewicht) tief anästhesiert. Danach 
wurde die vordere Augenkammer mit einer 30 Gauge-Kanüle punktiert und die Nadel bis in 
den Glaskörperraum vor der Pars plana (Abschnitt zwischen Ziliarkörper und äußerem 
Netzhautrand) vorgeschoben. Dabei wurde darauf geachtet, die Linse nicht zu verletzen. Die 
Kanüle wurde an einen Infusionsbeutel mit 0,9%iger Kochsalzlösung angeschlossen. Um den 
Druck nun auf circa 160 mmHg zu erhöhen, wurde der Beutel etwa 150 cm hoch gehängt. 
Nach 60 Minuten wurde die Kanüle aus dem Auge entfernt. 
Nach 7 Tagen Erholungszeit, in denen wieder eine normale Durchblutung der Netzhaut 
stattfand, wurden die Mäuse mittels Genickbruch getötet. Anschließend wurden beide Augen 
präpariert und die Netzhäute analysiert. Dieser Abschnitt der Tierexperimente wurde von Dr. 
Petra G. Hirrlinger durchgeführt.  
 Herstellung und Fixierung der retinalen Gewebsproben 3.2.3
Nach der tierschutzgerechten Tötung der Versuchstiere am 7. Tag nach retinaler Ischämie 
wurden beide Augen von mir präpariert, wobei das nicht behandelte Auge als Kontrollauge 
diente. Die Augen wurde in 4%igem Paraformaldehyd (PFA) in Salzlösung (phosphate 
buffered saline; PBS) über Nacht fixiert.  
Um die so fixierte Retina präparieren zu können, wurden die Augen in eine kleine Petrischale 
gelegt und mit einer Kanüle angestochen, um den Druck aus dem Glaskörper zu nehmen. 
Dann wurde ein kleiner Schnitt am Rand des dunkel durchscheinenden Pigmentepithels 
gemacht. Mit zwei feinen Pinzetten konnte nun das Auge gegriffen und die Netzhaut durch 
den Schlitz aus der umgebenden Sklera vorsichtig herauspräpariert werden. Die Sklera, die 
Hornhaut und die Linse wurden verworfen. Die Netzhaut konnte nur für Ganzpräparat-
Färbungen oder nach dem Schneiden für Querschnitt-Färbungen verwendet werden. 
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 Präparation von Retina-Querschnitten („slices“) 3.2.3.1
Die präparierte Netzhaut wurde in 3% flüssiger Agarose (Sigma-Aldrich) in PBS eingebettet. 
Nach dem Abkühlen der Agarose konnte die Netzhaut mit dem Vibratom (Microm) in dünne 
Scheibchen („slices“) geschnitten werden. Das Vibratom ist ein Schneidegerät, mit dem man 
mit Hilfe einer vibrierenden Klinge extrem dünne Schnittpräparate herstellen kann.  
Aus dem Agarosegel wurde ein würfelförmiger Block, in dem sich die Netzhaut befand, 
herausgeschnitten. Die Rasierklinge des Vibratoms sollte die Netzhaut so anschneiden, dass 
die Müllerzellen der Netzhaut nicht schräg angeschnitten wurden. Daher wurde schon beim 
Präparieren auf eine möglichst gerade Ausrichtung der Netzhaut geachtet. Anschließend 
wurde der Block mit Sekundenkleber auf den Probenträger des Vibratoms geklebt. Für die 
Gewebsschnitte wurde eine Dicke von 40 µm gewählt. Die Klinge vibrierte mit 100 
Bewegungen pro Sekunde mit einer Amplitude von 1,2 mm. Die Halterung mit dem 
Agaroseblock befand sich in einer PBS-Lösung. Die vom Block abgetrennten Schnitte 
wurden mit einem Pinsel in eine Zellkulturplatte übertragen. Die Kammern der Platte waren 
mit PBS gefüllt, um den Schnitten eine möglichst physiologische Umgebung zu bieten. Es 
wurden von jedem Auge vier bis sechs Schnitte angefertigt. 
 Immunhistochemische Färbungen  3.2.4
Die für die Färbungen genutzten Antikörper sind in Kapitel 3.1.2. beschrieben. Die fixierten 
Gewebeschnitte oder Ganzpräparate wurden nach Absaugen der PBS-Lösung in 200 µl 0,4% 
Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Triton X-100 ist ein Tensid, das Membranproteine aus 
Zellmembranen löst und diese für Stoffe durchlässig macht, die die Membran sonst nicht 
durchdringen könnten. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur 
wurde der Permeabilisierungslösung 200 µl 8% Eselserum zugegeben, um die noch 
vorhandenen reaktiven Aldehydgruppen des Formaldehyds zu sättigen. Somit wurden die 
Gewebeschnitte in 400 µl einer Lösung mit 4% Eselserum und 0,2 % Triton X-100 weitere 30 
min inkubiert. Man muss zum Blockieren das Serum des Tieres benutzen, aus dem der zweite 
Antikörper stammt, damit es später bei den Färbungen nicht zu unspezifischen Bindungen 
kommt. Zudem darf aus diesem Tier keiner der ersten Antikörper stammen. Nach weiteren 30 
Minuten bei Raumtemperatur wurden die 400 µl Serumlösung abgesaugt. Jetzt wurde eine 
Verdünnung des ersten Antikörper in jeweils 200 µl 1% Eselserum/0,05% Triton X-100 in 
PBS hinzugegeben (s. Tab. 2). Die Netzhäute wurden dann über Nacht bei 4 °C inkubiert, um 
eine gute Bindung des Antikörpers an die entsprechenden Antigene zu gewährleisten.  




Am nächsten Tag wurde Inkubationslösung mit dem ersten Antikörper entfernt und die 
Netzhäute dreimal je fünf Minuten in PBS gewaschen. Jetzt wurden je 200 µl der 
Inkubationslösung des zweiten Antikörpers (s. Tab. 2) in 1,5 % Eselserum in PBS zusammen 
mit dem Kernfarbstoff DAPI (4´,6-Diamidin-2-phenylindol; Verdünnung 1:10000) 
hinzugegeben.  
Der Sekundärantikörper ist kovalent an ein fluoreszentes Molekül (hier Cy2, Cy3 oder Cy5) 
gekoppelt und bindet an den Primärantikörper. Durch das fluoreszente Molekül kann der Ort 
des primären Antigens in den Zellen sichtbar gemacht werden. Der Kernfarbstoff DAPI färbt 
alle Zellkerne und macht somit alle Zellen der Netzhaut sichtbar. In einigen Färbungen wurde 
statt DAPI der Kernfarbstoff ToPro3 verwendet. Dieser war der Inkubationslösung mit dem 
zweiten Antikörper in der Verdünnung 1:1000 in PBS enthalten. 
Die Retinaschnitte („slices“) wurden zwei Stunden, die Ganzpräparate („wholemounts“) über 
Nacht bei Raumtemperatur mit der Sekundärantikörperlösung inkubiert. Anschließend 
wurden die Proben wieder in drei Waschgängen mit PBS ausgewaschen. Der Waschvorgang, 
bei denen die Proben geschwenkt wurden, dauerte bei den Querschnitten jeweils 5 Minuten, 
bei den Ganzpräparaten 3 bis 4 Stunden. 
Die einzelnen Schnitte wurden dann auf beschriftete Objektträger gebracht und mit dem 
Einbettmedium Immu-Mount (Shandon) eingebettet. Um sogenannte „wholemounts“ (hier: 
vollständiges Netzhautpräparat) zu erstellen, wurde die präparierte und immunhistochemisch 
gefärbte Netzhaut am Rand eingeschnitten und flach mit der Photorezeptorseite auf einen 
Objektträger gelegt. Anschließend wurde sie mit zwei Stegen aus Streifen von Deckgläsern an 
beiden Rändern fixiert und mit der Fixationsflüssigkeit Immu-Mount (Shandon) bedeckt. 
Zuletzt wurde ein weiteres Deckglas luftblasenfrei auf die Retina aufgebracht und der 
gesamte Objektträger in einer Wärmekammer bei 37°C getrocknet. 
Bis zur mikroskopischen Auswertung wurden die Objektträger im Kühlschrank (4°C) 
aufbewahrt. 
 Mikroskopische Auswertung 3.2.5
Nach Aushärtung des Einbettmediums konnten die Schnitte unter einem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop (LSM) analysiert werden. Das LSM 510 (Zeiss) ist ein 
Fluoreszenzmikroskop. Dieses Mikroskop benutzt einen Laser, um Fluoreszenz-Farbstoffe 
anzuregen. Anders als bei der normalen Lichtmikroskopie wird nicht das ganze Präparat 
beleuchtet, sondern nur ein kleiner Punkt davon. Der Laserstrahl rastert das Präparat Stück für 
Stück in einem vorher festgelegten Bereich ab, indem er durch Spiegel waagerecht und 
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senkrecht abgelenkt wird (Abb. 11). Der Laser regt einen Punkt mit den gewünschten 
Wellenlängen an. Regt er einen Punkt auf dem Präparat zum Beispiel mit einer Wellenlänge 
von 488 nm an (Anregung), erscheint er unter dem Mikroskop in grün (Emission). Tabelle 6 
zeigt die von mir verwendeten Anregungs- und Emissionswellenlängen. Es entsteht nach und 
nach ein dreidimensionales Bild, welches durch Zusammensetzen der Fokusebenen im 
Computer erzeugt wird. Es wurde ein C-Apochromat 40x/1,2 W Corr M27-Objektiv der Carl 
Zeiss AG, Deutschland benutzt. 
 
 
Abbildung 11 Aufbau eines Laser-Scanning-Mikroskops  
Der Laserstrahl des Mikroskops rastert das Präparat Punkt für Punkt ab. Durch ein System aus Spiegeln und 
Farbteilern fällt der reflektierte Lichtstrahl auf den Detektor. So entsteht am Computer ein dreidimensionales 










Tabelle 6: Übersicht über verwendete Wellenlängen und Farbstoffe  
Anregung 









488 blau 500-550 Cy2 grün 
543 grün 565-615 Cy3 rot 
633 infrarot 650-710 Cy5; To-Pro infrarot 
358 ultraviolett 461 DAPI cyanblau 
 
Das Mikroskop erstellt dreidimensionale, sogenannte „optische Schnitte“. Jedes 
dreidimensionale Bild hat in der X-Achse und in der Y-Achse eine Ausdehnung von 210 µm. 
Die Z-Achse hatte je nach Schnitt eine Ausdehnung von 9 bis 25 µm, je nachdem, wo die 
Müllerzellen im Gewebsschnitt lagen. Entlang der Z-Achse betrug die Dicke der optischen 
Ebenen 1 µm. Die dreidimensionalen Aufnahmen der Ganzpräparate hatten eine Größe von 
2048 x 2048 Pixel, die der Querschnitte hatten 1024 x 1024 Pixel (Pixelgröße 0,1 x 0,1 µm2).  
Zur Detektion und zum Auswerten der mikroskopischen Bilder wurde der LSM Image 
Browser der Carl Zeiss MicroImaging GmbH genutzt. Mit Hilfe dieser Software wurden aus 
den einzelnen Bilderstapeln Maximumintensitätsprojektionen erstellt. Am Bildschirm konnten 
die dreidimensionalen Aufnahmen Schicht für Schicht untersucht und fluoreszierende Zellen 
zur Quantifizierung markiert werden. Ein einzelnes Netzhautpräparat wurde mit dem 
Mikroskop an 3 bis 4 unterschiedlichen Stellen analysiert, um genauere Ergebnisse zu 
erhalten.  
 Datenverarbeitung und Statistik 3.2.6
Zur Datenverarbeitung wurden die Standardprogramme Excel 2010 und Word 2010 genutzt. 
Die Abbildungen wurden mit Adobe Photoshop CS2 und Adobe InDesign CS2 bearbeitet. 
Statistische Auswertungen wurden mit der Software SigmaPlot 10.0 (Systat Software, 
Erkrath) erstellt. Die dadurch ermittelten Signifikanzniveaus mit dem One Way ANOVA 
(analysis of variance)-Test bestimmt. Zum Teil wurde auch der Wilcoxon Signed Rank-Test 
verwendet. Die Signifikanzniveaus wurden folgendermaßen dargestellt: * für p<0,05, ** für 
p<0,01, *** für p<0,001. Um die Referenzen zu archivieren wurde das Programm Reference 





4.1 Technische Aspekte: Vergleich der Quantifizierung in Ganzpräparate und 
Querschnitte  
 Vergleich der Abbildungen 4.1.1
Es wurden sowohl Netzhaut-Ganzpräparate („wholemounts“) als auch Netzhaut-Querschnitte 
(„slices“) verwendet und ausgewertet. In Abbildung 12 ist eine dreidimensionale 
Rekonstruktion aus mehreren LSM-Aufnahmen dargestellt. Es handelt sich um einen ca. 
250 µm x 250 µm x 150 µm großen Retinaausschnitt. Es sind nur EYFP-gefärbte 
Müllerzellen abgebildet. In dieser Arbeit werden die GS-positiven Müllerzellen in 
Abbildungen immer in Rot, die EYFP-positiven Müllerzellen in Grün und alle anderen in 
Blau (z.B. Pax-6- und Sox-9-positive Zellen) dargestellt. Zum besseren Verständnis der 
Anatomie sind sowohl die einzelnen (nicht dargestellten) Zellschichten, als auch der Weg des 
Lichts durch die Retina eingefügt. Ein Retinaquerschnitt („slice“) wäre demnach eine 




Abbildung 12 Dreidimensionaler Ausschnitt der Retina (Bildunterschrift auf nächster Seite) 




Dargestellt sind Müllerzellen in grün (EYFP-Färbung). Abbildung rekonstruiert aus Retina-Querschnitten und 
Retina-Ganzpräparaten. PE: Pigmentepithel; PRS: Außensegmente der Photorezeptorzellen (Zapfen und 
Stäbchen); ONL: äußere Körnerschicht (outer nuclear layer); OPL: äußere plexiforme Schicht (outer plexiform 
layer); INL: innere Körnerschicht (inner nuclear layer); IPL: innere plexiforme Schicht (inner plexiform layer); 
GCL: Ganglienzellschicht (ganglion cell layer); NFL: Nervenfaserschicht (nerve fiber layer). Balken ca. 50µm. 
 
In Abbildung 13 sind ein Ganzpräparat und Querschnitt nebeneinander dargestellt. Bei dem 
Ganzpräparat handelt es sich um eine Aufsicht auf die Retina von der vitrealen Seite aus, bei 
dem Querschnitt um eine Seitenansicht. Die Ebene der Retina im Ganzpräparat ist zu 
Orientierung im Querschnitt durch eine rote Linie gekennzeichnet. 
 
 
Abbildung 13 Vergleich der LSM Bilder eines Ganzpräparates und eines Querschnittes 
A zeigt ein Retinaganzpräparat („wholemount“), Schnittebene: IPL (Stratum plexiforme internum). EYFP-
gefärbte Müllerzellen in Grün, alle Müllerzellen in rot (GS).  
B zeigt eine Querschnitt-Abbildung („slice“) mit EYFP-gefärbten Müllerzellen. Die waagerechte Linie zeigt die 
Schnittebene in A an.  
PE: Pigmentepithel; PRS: Außensegmente der Photorezeptorzellen (Zapfen und Stäbchen); ONL: äußere 
Körnerschicht (outer nuclear layer); OPL: äußere plexiforme Schicht (outer plexiform layer); INL: innere 
Körnerschicht (inner nuclear layer); IPL: innere plexiforme Schicht (inner plexiform layer); GCL: 
Ganglienzellschicht (ganglion cell layer); NFL: Nervenfaserschicht (nerve fiber layer).   
Der Balken in B entspricht 50 µm.  
 Auszählung Retina-Ganzpräparate  4.1.2
Die Auswertung eines Retina-Ganzpräparates („wholemounts“) erfolgte mit Hilfe des 
Programms LSM Image Browser. In diesem Programm wurden die gezählten Zellen mittels 
der „overlay“-Funktion markiert. Der Image Browser ermöglicht eine Filterung der jeweils 
gewünschten Färbung. So wurden zum Beispiel alle GS-positiven Zellen dargestellt, während 
die EYFP-positiven Zellen herausgefiltert wurden. Durch diese Methode konnte ein 





sind beispielhaft ein gesamtes Retina-Ganzpräparat, sowie ein vergrößerter Ausschnitt und ein 
ausgezählter Ausschnitt dargestellt (Abb. 14). 
 
 
Abbildung 14 Retina-Ganzpräparat mit vergrößerten Bildausschnitten  
A: Retina-Ganzpräparat („wholemount“) vor Auszählung. Schnittebene: IPL (Stratum plexiforme internum). 
Rot: GS-positive-Müllerzellen; grün: EYFP-positive Müllerzellen.  
B: Vergrößerter Retinaausschnitt aus A.  
C: Gleicher, jetzt ausgezählter Ausschnitt wie B; weiß: GS-positive Müllerzellen, grüne Punkte ausgezählte und 
markierte GS-positive Müllerzellen (die EYFP-positiven Müllerzellen wurden vorher herausgefiltert). 
Schnittebene: IPL (Stratum plexiforme internum). Der Balken in A entspricht 50 µm. 




 Auszählung der Zellen in Querschnitten der Netzhaut 4.1.3
Die Querschnitte wurden ebenfalls mit dem LSM Image Browser ausgewertet. Dazu wurden 
mehrschichtige, dreidimensionale Aufnahmen, sogenannte „stacks“, verwendet. In dieser 
Projektion wurden mittels der Zeichnen-Funktion („overlay“) die bereits gezählten Zellen 
markiert. Anders als bei den Ganzpräparaten, bei denen es sich um eine Aufsicht auf die 
Zellen handelt, wurden die Querschnitte in einer Seitenansicht ausgewertet. Dabei sieht man 
die Müllerzellen in ihrer vollen Länge von der Seite. Die Zellkerne befinden sich auf Höhe 
der inneren Körnerschicht („inner nuclear layer“). Die Fortsätze reichen fast durch die 
gesamte Retina von der lichtnahen Ganglienzell-Schicht („ganglion cell layer“) bis zu den 
lichtfernen Außensegmenten der Photorezeptor-Zellen („PRS“). 
In einem Bildstapel wurden die jeweiligen Fluoreszenzen der gefärbten Zellen gefiltert, so 
dass zum Beispiel alle EYFP-positiven Zellen dargestellt wurden. Anschließend konnte man 
die Mehrschichtaufnahme Bild für Bild aufrufen, die jeweiligen Zellen markieren und 
quantifizieren. In der folgenden Abbildung ist ein Ausschnitt aus einer Mehrschichtaufnahme 
exemplarisch dargestellt (Abb. 15). Die Müllerzellen wurden mit weißen Pfeilen markiert, um 





Abbildung 15 Auszählung von EYFP-gefärbten Müllerzellen eines Retina-Querschnittes  
Pfeile weisen auf Müllerzellsomata ≙ ausgezählte Zellen. Es sind ausschließlich Müllerzellen dargestellt. 
Abkürzungen: RPE: Pigmentepithel; PRS: Außensegmente der Photorezeptorzellen (Zapfen und Stäbchen); 
ONL: äußere Körnerschicht (outer nuclear layer); OPL: äußere plexiforme Schicht (outer plexiform layer); INL: 
innere Körnerschicht (inner nuclear layer); IPL: innere plexiforme Schicht (inner plexiform layer); GCL: 
Ganglienzellschicht (ganglion cell layer); NFL: Nervenfaserschicht (nerve fiber layer)  
Pfeil: Lichtweg durch die Retina. Der Balken entspricht 50 µm.  
 
 Vergleich der Quantifizierung von Ganzpräparaten und Querschnitten 4.1.4
Die Nutzung von Retinaschnittpräparaten hat den Vorteil, dass mit einem Auge mehrere 
Analysen durchgeführt werden können. Daher müssen für diese Art der Analyse weniger 
Versuchstiere verwendet werden. Da jedoch nicht klar war, ob die markierten Müllerzellen 
über die gesamte Netzhaut verteilt sind oder sich vermehrt in bestimmten Bereichen der 
Netzhaut befinden, sollten die Daten der Schnittpräparate mit Daten, die aus Ganzpräparaten 
gewonnen wurden, verglichen werden.  
 




Hierzu wurden sowohl Kontrollen als auch Netzhäute nach HIOP oder mit rd-Mutation 
verwendet. In beiden Präparationen wurden die Müllerzellen mit Hilfe einer 
immunhistochemischen Färbung gegen Glutamin-Synthetase als Markerprotein für alle 
Müllerzellen sowie gegen EYFP als Marker für rekombinierte Müllerzellen markiert. Die so 
markierten Müllerzellen wurden nach mikroskopischer Analyse ausgezählt und die Zellzahlen 
verglichen. 
Zwischen den Kontroll-Netzhäuten sowohl bei den Ganzpräparaten als auch bei den 
Schnittpräparaten konnte kein signifikanter Unterschied in der Gesamtzahl der Müllerzellen 
festgestellt werden (One Way ANOVA: p= 0,075 bzw. p=0,688; Abb. 16). Ebenso gab es 
keinen signifikanten Unterschied zwischen Retina-Ganzpräparaten und Querschnitten in der 
Gesamtzahl der ausgezählten Müllerzellen in den Kontroll-Netzhäuten (One Way ANOVA 
p=0,232) und in den RD-Netzhäuten (One Way ANOVA: p=0,069). Lediglich in den 
ausgezählten HIOP-Netzhäuten gab es zwischen den Ganzpräparaten und den Querschnitten 
einen signifikanten Unterschied (One Way ANOVA: p=0,015).  
Es scheint zwischen den Auswertungen der Ganzpräparate und der Auswertung der 
Querschnitte eine gewisse methodische Variabilität zu geben. Die absoluten Zahlen der 
ausgezählten Müllerzellen sind bei den Ganzpräparaten etwas geringer als bei den 
Querschnitten. Die Daten zeigen jedoch, dass es im Ergebnis unter den drei Bedingungen 
„Kontrolle“, „Ischämie“ („HIOP“) und „RD“ keine signifikanten Unterschiede sowohl in den 
Ganzpräparaten als auch in den Querschnitten gibt. Daher wurden alle weiteren Experimente 
mit praktikableren Retinaquerschnitten fortgeführt. Die Daten zeigen zudem, dass es keine 
Änderung der absoluten Zellzahl der Müllerzellen in der Kontrollsituation als auch unter 






Abbildung 16 Vergleich der ausgezählten GS-positiven Müllerzellen von Ganzpräparaten und 
Querschnitten  
Bei den Kontroll-Retinas gab es keinen signifikanten Unterschied in der Gesamtzahl der Müllerzellen zwischen 
Ganzpräparaten und Querschnitten (One Way ANOVA: p= 0,075 bzw. One Way ANOVA  p=0,688). Es gab 
ebenso keinen signifikanten Unterschied zwischen Retina-Ganzpräparaten und Querschnitten in der Gesamtzahl 
der Müllerzellen in den Kontroll-Retinas (One Way ANOVA p=0,232) und in den RD-Retinas (One Way 
ANOVA: p=0,069) (in Abbildung nicht gezeigt). Lediglich in den ausgezählten HIOP-Retinas gab es zwischen 
den Ganzpräparaten und den Querschnitten einen signifikanten Unterschied (One Way ANOVA: p=0,015). 
HIOP: high intraocular pressure-Retinas; RD: rd-Mutations-Retina. n.s. = nicht signifikant. Die Daten 
repräsentieren Mittelwerte ± SEM. Fehlerindikatoren entsprechen SEM. * = p ≤ 0,05.  
 Quantifizierung 4.1.5
Die oben beschriebene GS-Färbung diente dazu, alle Müllerzellen der Retina darzustellen. 
Zudem wurden die EYFP-positiven Müllerzellen mit einem anti-GFP-Antikörper angefärbt. 
Dieser Antikörper erkennt sowohl das grün-fluoreszierende Protein GFP als auch das hier 
verwendete gelb-fluoreszierende Protein EYFP. Diese Färbung diente zur Verstärkung der 
Fluoreszenzintensität von EYFP. Des Weiteren wurden immunhistochemische Färbungen 
gegen die Transkriptionsfaktoren Sox-9 und Pax-6 durchgeführt. Es wurden Netzhäute vor 
und nach der akuten Läsion ausgewertet, sowie Netzhäute von Tieren mit angeborener 
Retinadegeneration. Es wurden die Augen von 17 verschiedenen Tieren untersucht. Tabelle 7 
gibt einen Überblick über die verwendeten Tiere. Da bei den Kontroll-Mäusen meist das 
kontralaterale Auge für die HIOP-Untersuchung verwendet wurde, kommt es hier zu 







































Überschneidungen. Es wurden neben den Netzhäuten der Kontrollmäuse noch Netzhäute von 
HIOP-Mäusen und Mäusen mit angeborener retinalen Degeneration (RD-Mäuse) ausgewertet.  
Von den Kontrollmäusen der Ganzpräparat-Spalte wurden nur zwei untersucht, da zum 
Untersuchungszeitpunkt keine weitere Augen vorlagen, beziehungsweise die Netzhäute zu 
Untersuchungszwecken in 40 µm dicke Gewebsschnitte („slices“) geschnitten wurden. Die 
Tabelle gibt nicht die Gesamtzahl der untersuchten Netzhaut-Abschnitte wieder, sondern nur 
ein einzelnes Netzhautpräparat. In den jeweils verwendeten Präparaten wurden mikroskopisch 
jeweils 3 bis 4 unterschiedliche Bereiche untersucht, damit sich ein repräsentatives Ergebnis 
ergibt. 
 
Tabelle 7: Übersicht über die Anzahl der verwendeten Tiere und die Mauslinien  
    HIOP: high intraocular pressure, RD: retinale Degeneration 
Mauslinie  GCNV-PCCK GCNT-PCCK 
 Ganzpräparat Querschnitt Ganzpräparat Querschnitt 
Kontrolle 2 6 0 0 
HIOP 3 6 0 0 
RD 3 4 0 1 
 
Im ersten Schritt wurden die absolute Anzahl der GS- und EYFP-positiven Müllerzellen 
gezählt und miteinander verglichen. 
 
4.2 Analyse der Reporterexpression in der Retina tripel-transgener Mäuse  
 Quantitative Auswertung GS-positiver Müllerzellen 4.2.1
Um zu untersuchen, ob sich die Gesamtzahl der Müllerzellen durch unterschiedliche Läsionen 
ändert, wurden GS-Färbungen von Kontroll-Retinas, HIOP-Retinas und RD-Retinas 
durchgeführt. Die GS-Färbung ermöglicht es, alle Müllerzellen der Retina darzustellen. 
Abbildung 17 stellt jeweils einen Retinaquerschnitt dieser drei Bedingungen dar. Es sind alle 







Abbildung 17 Darstellung von GS-positiven Müllerzellen in Retina-Querschnitten.  
A: Kontrollschnitt – hier sind alle GS-positiven Müllerzellen dargestellt 
B: Ischämie-Querschnitt – dargestellt ist ein Retina-Querschnitt nach einstündiger Ischämie 
C: RD-Querschnitt – GS-positive-Müllerzellen in rot.  
GCL = Ganglienzellschicht, INL = Innere Körnerschicht, ONL = Äußere Körnerschicht. Der Balken in C 
entspricht 50 µm. 
 
Nach der Quantifizierung der GS-positiven Müllerzellen wurden die absoluten Zellzahlen auf 
eine Fläche pro Quadratmillimeter hochgerechnet. Anschließend wurden die drei 
Bedingungen miteinander verglichen. In Abbildung 18 sind alle GS-positiven Müllerzellen 
unter den verschiedenen Bedingungen „Kontrolle“, „HIOP“ und „RD“ nebeneinander 
aufgetragen. Wie zu erwarten war, betrugen die Zellzahlen jeweils zwischen 12000 und 
17000 Zellen/mm2 (Chao et al. 1997). Die Ergebnisse zeigen, dass es keinen signifikanten 
Unterschied in der Anzahl GS-positiven Müllerzellen zwischen den Kontroll-Retinas, den 
HIOP-Retinas und den RD-Retinas gibt (One Way ANOVA: p=0,422). Die Dicke des 
Retinaschnittes einer RD-Maus war erwartungsgemäß reduziert. Hierbei war vor allem die 

















Abbildung 18 Darstellung aller GS-positiven Müllerzellen der ausgewerteten Netzhäute  
Alle GS-positiven Zellen wurden bei Kontrolltieren sowie bei Tieren mit HIOP und rd-Mutation ausgezählt 
(Ganzpräparate und Querschnitte zusammengefasst). Es konnte keine signifikanter Unterschied zwischen den 
Kontroll-Retinas, den HIOP-Retinas und den RD-Retinas nachgewiesen werden (One Way ANOVA: p=0,422); 
n.s. = nicht signifikant. Die Daten repräsentieren Mittelwerte ± SEM 
 
 Quantitative Auswertung EYFP-positiver Müllerzellen  4.2.2
Um zu untersuchen, ob sich die Gesamtzahl der EYFP-positiven, rekombinierten Müllerzellen 
durch unterschiedliche Läsionen ändert, wurden anschließend EYFP-Färbungen von Kontroll-
Retinas, HIOP-Retinas und RD-Retinas durchgeführt. 
In Abbildung 19 sind exemplarisch ein Retina-Kontrollquerschnitt, ein Querschnitt nach einer 
Stunde erhöhtem Augeninnendruck und ein Querschnitt mit angeborener Retinadegeneration 






































Abbildung 19 Darstellung von EYFP-positiven Müllerzellen in Retina-Querschnitten  
A: Kontrollretina. EYFP wird sowohl in den Müllerzellen, als auch in Astrozyten der Ganglienzellschicht 
exprimiert (Pfeil).  
B: Ischämie-Retina. Nach einer Stunde erhöhtem Augeninnendruck und 7 Tagen Erholungszeit ist die Anzahl 
der EYFP-positiven Müllerzellen gestiegen.  
C: RD-Retina. Mäuse mit angeborener Retinadegeneration haben eine deutlich geringere Netzhautdicke. Auch 
hier ist die Anzahl der EYFP-positiven Müllerzellen im Vergleich zur Kontrolle gestiegen.  
grün: EYFP-gefärbte Müllerzellen. GCL = Ganglienzellschicht, INL = Innere Körnerschicht, ONL = Äußere 
Körnerschicht. Der Balken in C entspricht 50 µm. 
 
Nach der Quantifizierung der EYFP-positiven Müllerzellen, wurden die drei Bedingungen 
miteinander verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass es bei den HIOP-Retinas zu keinem 
signifikanten Anstieg in der absoluten Anzahl der EYFP-positiven Müllerzellen kam (One 
Way ANOVA Holm-Sidak: p=0,712). Bei den RD-Retinas konnten jedoch signifikant mehr 
EYFP-positive Müllerzellen als in der Kontroll-Retina nachgewiesen werden (One Way 


















Abbildung 20 Darstellung aller EYFP-positiven Müllerzellen der ausgewerteten Netzhäute  
Alle EYFP-positiven Zellen wurden unter den drei Bedingungen Kontrolle, HIOP und rd-Mutation ausgezählt. 
Bei den HIOP-Retinas kam es zu keinem signifikanten Anstieg der EYFP-positiven Müllerzellen (One Way 
ANOVA Holm-Sidak: 0,712). Bei den RD-Retinas konnten jedoch signifikant mehr EYFP-positive Müllerzellen 
als in der Kontroll-Retina nachgewiesen werden (One Way ANOVA Holm-Sidak: p≤0,001). Die Daten 
repräsentieren Mittelwerte ± SEM.  
 Auswertung des prozentualen Anteils der EYFP-positiven Müllerzellen 4.2.3
Die Netzhäute der Kontrollgruppe und der HIOP-Gruppe entstammten (bis auf eine 
Ausnahme) immer von derselben Maus, da jeweils nur ein Auge dem erhöhten 
Augeninnendruck ausgesetzt wurde. Das andere Auge diente als Kontroll-Auge.  
Da es bei dem Vergleich zwischen Ganzpräparaten und Querschnitten (Abb. 20) 
wahrscheinlich zu methodischen Streuungen in den Auswertungen der absoluten Zellzahlen 
kam, wurde im nächsten Schritt untersucht, ob sich der prozentuale Anteil der EYFP-
positiven Müllerzellen der HIOP-Retina von dem der Kontroll-Retina einer Maus signifikant 
unterschied. Es wurden Präparate von 8 Ischämie-Netzhäuten (HIOP) aus 8 Mäusen mit 8 
Kontroll-Netzhäuten des kontralateralen Auges jeweils derselben Maus miteinander 
verglichen (Abb. 21). Dabei wurden jeweils wie schon vorher beschrieben drei bis vier 
unterschiedliche Bereiche einer einzelnen Retina ausgewertet. Es zeigte sich, dass die 
vermehrte Anzahl der EYFP-positiven Müllerzellen in der HIOP-Gruppe statistisch 
signifikant war (Wilcoxon Signed Rank-Test: p=0,023). Im Gegenzug wurden die GS-





































miteinander verglichen. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Wilcoxon Signed 
Rank-Test: p=0,109; Daten nicht gezeigt). 
 
Abbildung 21 Vergleich der EYFP-positiven Müllerzellen der Kontroll- und kontralateralen HIOP-
Retinas der einzelnen Versuchstiere 
A: Der Anstieg der EYFP-positiven Müllerzellen in der HIOP-Gruppe ist statistisch signifikant (Wilcoxon 
Signed Rank-Test: p=0,023).  
B: Gegenüberstellung der prozentualen Anteile der EYFP-positiven Müllerzellen in 8 Kontroll-Retinas und in 8 
HIOP-Retinas des kontralateralen Auges der jeweiligen Maus. Der Anstieg ist statistisch signifikant (Wilcoxon 






























































































































Die folgende Abbildung zeigt ähnlich wie Abb. 21 B den Vergleich der prozentualen Anteile 
der EYFP-positiven Müllerzellen in Kontroll- und RD-Retinas (Abb. 22).  
Der Anteil der EYFP-positiven Müllerzellen an allen Müllerzellen lag in der Kontroll-Retina 
etwa bei einem Drittel. Bei den RD-Retinas betrug der Anteil der EYFP-positiven 
Müllerzellen etwa 71% aller Müllerzellen und damit etwa doppelt so viel wie bei den 
Kontroll-Retinas. Dieser ist damit genau wie in den HIOP-Retinas statistisch signifikant 
gegenüber der Kontrollsituation. Diese prozentualen Daten korrelieren mit den Daten aus 
Abb. 20, in denen die absoluten Zahlen miteinander verglichen wurden.  
Da die retinale Degeneration angeboren ist, wurden hier selbstverständlich transgene Mäuse 
einer anderen Mauslinie untersucht. 
 
Abbildung 22 Anteile der EYFP-positiven Müllerzellen an allen Müllerzellen in der Kontroll- und RD-
Retina  
Dargestellt sind die prozentualen Anteile der EYFP-positiven Müllerzellen von der Gesamtzahl der Müllerzellen 
in Kontroll- und RD-Retinas Der Anstieg der RD-positiven Zellen auf 71% ist statistisch signifikant gegenüber 
der Kontrollsituation (One Way ANOVA Holm-Sidak p < 0,001). 
 
Man kann somit schlussfolgern, dass sowohl ein akuter retinaler Stress, als auch eine 
chronische Läsion dazu führen, dass es zu einer gesteigerten Koexpression des GFAP- und 


























































4.3 Auswertung der Transkriptionsfaktorexpression von Pax-6 und Sox-9 
Im vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt, dass herbeigeführte Schädigungen der Retina wie 
ein künstlich erhöhter Augeninnendruck mit anschließender Erholungszeit von 7 Tagen oder 
eine angeborene Retinadegeneration die Anzahl der EYFP-positiven, rekombinierten 
Müllerzellen in der Mäuseretina verändert. Nach diesen Erkenntnissen, die durch die 
Auswertungen der EYFP-positiven Müllerzellen gewonnen wurden, wurden weitere 
Färbungen durchgeführt. Es galt herauszufinden, ob typische Transkriptionsfaktoren in den 
EYFP-positiven Zellen vermehrt exprimiert wurden. In dieser Arbeit wurde die Expression 
der Transkriptionsfaktoren Pax-6 und Sox-9 in der Mäuseretina unter verschiedenen 
Bedingungen untersucht. Diese Bedingungen stellten einerseits einen künstlich erhöhter 
Augeninnendruck über eine Stunde mit anschließender Erholungszeit von 7 Tagen bis zur 
Untersuchung und andererseits eine angeborene Retinadegeneration dar. Damit wollte ich 
herausfinden, ob es eine Korrelation in der Koexpression der PLP- bzw. GFAP-positiven und 
den Pax-6 positiven Müllerzellen gab. Diese wurden mit der Gesamtzahl der Müllerzellen und 
den Müllerzellen verglichen, welche nur EYFP-positiv waren. 
Abbildung 23 zeigt beispielhaft eine RD-Retina, in der Müllerzellen sowohl für EYFP, als 
auch für Sox-9 positiv sind. Die Überlagerung zeigt, welche Müllerzellen doppelt positiv für 
beide Färbungen sind. Diese doppelt positiven Müllerzellen haben damit einerseits 
gleichzeitig den GFAP- und den PLP-Promotor EYFP exprimiert und sind daher rekombiniert 
und exprimieren andererseits zur Zeit der Untersuchung den Transkriptionsfaktor Sox-9. 
 
 
Abbildung 23 Darstellung EYFP+/Sox-9+-Müllerzellen einer RD-Retina 
A: EYFP-positive Müllerzellsomata. Der Bereich zwischen den beiden waagerechten Balken entspricht der 
inneren Körnerschicht (INL) der Retina. 
B: Sox-9-Färbung desselben Ausschnittes wie in A  
C: Müllerzellsomata, die sowohl für EYFP, als auch für Sox-9 positiv sind. Pfeile weisen auf Müllerzellsomata. 
Der Balken in C entspricht 25 µm. 
 




 Auswertung der Pax-6-positiven Müllerzellen 4.3.1
Die Quantifizierung der Pax-6 positiven Müllerzellen erfolgte analog zu der Quantifizierung 
der EYFP- bzw. GS-positiven Müllerzellen in der Retina. Die Pax-6-Expression wurde mittels 
Immunhistochemie in Kontroll-, HIOP-, und RD-Retinas untersucht (Abb. 24). Pax-6 ist 
neben Müllerzellen auch in amakrinen Zellen, Horizontal-Zellen und der Ganglienzellschicht 
in der Retina nachweisbar (de Melo et al. 2003). Es fanden sich sowohl in der inneren 
Körnerschicht als auch in der Ganglienzellschicht Pax-6-positive Zellen. Daher erwies sich 
eine Quantifizierung aller Pax-6 positiven Zellen in der Retina als nicht zielführend. Vielmehr 
wurde untersucht, welche Zellen doppelt-positiv für den Marker EYFP und Pax-6 waren, da 
diese Gruppe in dieser Arbeit nur von den Müllerzellen repräsentiert wurde. 
 
 
Abbildung 24 Immunhistochemische Analyse von Pax-6-, EYFP-, und GS-positiven Müllerzellen in der 
Retina 
Dargestellt sind die einzelnen Färbungen sowie die Überlagerungen für die Kontroll-Retinas (A-D), die HIOP-
Retinas (E-H) und die RD-Retinas (I-L); rot: GS-positive Müllerzellen, grün: EYFP-positive Müllerzellen, blau: 
Pax-6-positive Müllerzellen. Die Pax-6-Expression findet sowohl in der inneren Körnerschicht (IN), als auch in 














Nachfolgend sind die prozentualen Anteile der EYFP- bzw. Pax-6 positiven Müllerzellen 
tabellarisch dargestellt (Tab. 8). 
 
Tabelle 8: Anteile der EYFP- bzw. Pax-6- positiven Müllerzellen an allen Müllerzellen  
Dargestellt sind die verschiedenen Anteile der für EYFP- und Pax-6- einfach und doppelt positiven Müllerzellen 
in Prozent. Zum Vergleich ist die Summe aller EYFP-positiven Müllerzellen in der rechten Spalte 
veranschaulicht. 
 





Kontrolle 11 % 31 % 44 % 14 % 55 % 43 % 
HIOP 15 % 32 % 32 % 21 % 47 % 47 % 
RD 14 % 55 % 24 % 7 % 38 % 69 % 
 
 
Es zeigte sich, wie schon im vorangegangenen Kapitel erwähnt, dass der Anteil der EYFP-
positiven Müllerzellen vor allem bei den RD-Retinas zunahm, der Anteil der doppelt 
positiven EYFP- und Pax-6 positiven Müllerzellen aber weitgehend konstant blieb (Abb. 25). 
Der Anteil der einfach Pax-6-positiven Müllerzellen nahm unterdessen bei den Bedingungen 
„Kontrolle“, „HIOP“ und „RD“ ab, während die Zahl der doppelt negativen Müllerzellen auf 
konstantem Niveau blieb (HIOP) bzw. abnahm (RD). Im unteren Teil der Abbildung wurden 
die EYFP-positiven Müllerzellen den doppelt-positiven Müllerzellen gegenüber gestellt. Ein 
Anstieg der EYFP-positiven Müllerzellen war bei den doppelt-positiven Müllerzellen nicht 
nachweisbar. Es gab keinen signifikanten Anstieg der doppelt positiven Müllerzellen über die 
drei Bedingungen „Kontrolle“, „HIOP“ und „RD“ zu verzeichnen (One Way ANOVA 
p=0,935). 
Daraus lässt sich schließen, dass die Hochregulation der GFAP- und PLP-Koexpression in der 
akut geschädigten und der chronisch degenerativen Retina nur wenig mit der Aktivität des 
Transkriptionsfaktors Pax-6 korreliert. 





Abbildung 25 Prozentualer Anteil der EYFP- und Pax-6-positiven Müllerzellen an der Gesamtzahl der 
Müllerzellen.  
A: Der Anteil der EYFP-positiven Müllerzellen nahm vor allem bei den RD-Retinas zu, der Anteil der doppelt 
positiven EYFP- und Pax-6 positiven Müllerzellen blieb weitgehend konstant. Der Anteil der einfach Pax-6-
positiven Müllerzellen nahm bei den Bedingungen „Kontrolle“, „HIOP“ und „RD“ ab, während die Zahl der 
doppelt negativen Müllerzellen auf konstantem Niveau blieb (HIOP) bzw. abnahm (RD).  
B: Darstellung aller EYFP-positiven Zellen im Vergleich zu den doppelt positiven Müllerzellen. Es gab keine 
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 Auswertung der Sox-9-positiven Müllerzellen 4.3.2
Die Quantifizierung der Sox-9 positiven Müllerzellen erfolgte analog zu der Quantifizierung 
der Pax-6-, EYFP- bzw. GS-positiven Müllerzellen in der Retina. Auch die Sox-9-Expression 
wurde mittels Immunhistochemie in Kontroll-, HIOP-, und RD-Retinas untersucht (Abb. 26). 
 
 
Abbildung 26 Immunhistochemie von Sox-9-, EYFP-, und GS-positiven Müllerzellen in der Retina.  
Dargestellt sind die einzelnen Färbungen sowie die Überlagerungen für die Kontroll-Retinas (A-D), die HIOP-
Retinas (E-H) und die RD-Retinas (I-L). Überlagerung: rot: GS-positive Müllerzellen, grün: EYFP-positive 
Müllerzellen, blau: Sox-9-positive Müllerzellen. Die Sox-9-Expression findet sowohl in der inneren 
Körnerschicht (INL), als auch in der Ganglienzellschicht (GCL) statt. 
 
Auch hier wurde untersucht, welche Müllerzellen sowohl für den Transkriptionsfaktor Sox-9 
als auch für EYFP doppelt positiv waren. Damit wollte ich herausfinden, ob es eine 
Korrelation in der Koexpression der PLP- bzw. GFAP-positiven und den Sox-9 positiven 
Müllerzellen gab. Diese wurden mit der Gesamtzahl der Müllerzellen und den Müllerzellen 
verglichen, welche nur EYFP-positiv waren (Abb. 27). Nachfolgend sind die prozentualen 














Tabelle 9: Anteile der für EYFP- bzw. Sox-9- positiven Müllerzellen an allen Müllerzellen 
Dargestellt sind die verschiedenen Anteile der für EYFP- und Sox-9 einfach und doppelt positiven Müllerzellen 
in Prozent. Zum Vergleich ist die Summe aller EYFP-positiven Müllerzellen in der rechten Spalte 
veranschaulicht. 
 





Kontrolle 13 % 18 % 41 % 28 % 54 % 31 % 
HIOP 24 % 23 % 40 % 12 % 64 % 47 % 
RD 34 % 48 % 14 % 3 % 48 % 82% 
 
Aus der Auswertung ging hervor, dass es neben dem schon beobachteten Anstieg der EYFP-
positiven Müllerzellen einen Anstieg der doppelt positiven Müllerzellen für EYFP und Sox-9 
gab. Dieser war sowohl bei den HIOP-Retinas als auch bei den RD-Retinas zu beobachten. 
Der Anteil der ausschließlich Sox-9-positiven Müllerzellen blieb bei den Bedingungen 
„Kontrolle“ und „HIOP“ annähernd gleich, während er bei den RD-Retinas abnahm. Ebenso 
gab es einen Abfall der doppelt-negativen Müllerzellen über die drei Bedingungen. Auch hier 
wurden im unteren Teil der Abbildung die EYFP-positiven Müllerzellen den doppelt-
positiven Müllerzellen für EYFP und Sox-9 gegenüber gestellt. 
Im Gegensatz zu den Pax-6 positiven Müllerzellen war hier ein Anstieg der doppelt-positiven 
Müllerzellen zu erkennen. Dieser korreliert mit dem Anstieg der EYFP-positiven Müllerzellen 
sowohl bei den HIOP-Retinas als auch bei den RD-Retinas. Der Anstieg der doppelt positiven 
Müllerzellen zwischen den Kontroll- und den HIOP-Retinas ist nicht signifikant (One Way 
Anova p=0,207). Der Anstieg der doppelt positiven Müllerzellen zwischen den Kontroll- und 
den RD-Retinas von 13 % auf 34 % ist statistisch signifikant (One Way ANOVA p=0,0121). 
Daraus lässt sich schließen, dass die Hochregulation der GFAP- und PLP-Koexpression in der 
chronisch degenerativen Mausretina in einem gewissen Rahmen mit der Aktivität des 





Abbildung 27 Prozentualer Anteil der EYFP- und Sox-9-positiven Müllerzellen an der Gesamtzahl der 
Müllerzellen. 
A: Neben dem schon beobachtetem Anstieg der EYFP-positiven Müllerzellen, gab es einen Anstieg der doppelt-positiven 
Müllerzellen für EYFP- und Sox-9 bei den HIOP- und bei den RD-Netzhäuten zu verzeichnen. Der Anteil der einfach Sox-9-
positiven Müllerzellen blieb bei den Bedingungen „Kontrolle“ und „HIOP“ annähernd gleich, während er bei den RD-
Retinas abnahm. Ebenso gab es einen Abfall der doppelt-negativen Müllerzellen über die drei Bedingungen.  
B: Darstellung aller EYFP-positiven Zellen im Vergleich zu den doppelt positiven Müllerzellen. Der Anteil der doppelt-
positiven Müllerzellen steigt in einer gewissen Korrelation mit den Gesamt-EYFP-positiven Müllerzellen. Der Anstieg der 
doppelt positiven Müllerzellen zwischen den Kontroll- und den HIOP-Retinas ist nicht signifikant (One Way Anova 
p=0,207). Der Anstieg der doppelt positiven Müllerzellen zwischen den Kontroll- und den RD-Retinas von 13 % auf 34 % ist 
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Die Müllerzelle, die Haupt-Gliazelle der Netzhaut, stellt einen wichtigen Zelltyp in der Retina 
dar. Sie ist in zahlreiche Prozesse wie die Ionen-Homöostase, Lichtleitung, Phagozytose und 
Transmitterphysiologie involviert. Wirken pathologische Prozesse auf das Auge und die 
Netzhaut ein, werden Müllerzellen aktiviert und erhöhen die Expression des sauren 
Gliafaserproteins (GFAP, „glial fibrillary acidic protein“). Die Reaktionen der Gliazellen auf 
pathologische Stimuli scheinen im Gehirn und in der Retina auf ähnliche Weise abzulaufen.  
In dieser Arbeit wird ein Split-Cre-System in transgenen Mäusen verwendet, welches die 
gleichzeitige Promotoraktivität des GFAP- und des PLP-Promotors zur DNA-Rekombination 
erfordert. Dieses wird durch die Expression des Reporters EYFP angezeigt. Hier wird gezeigt, 
dass sowohl eine transiente Ischämie der Retina, als auch eine homozygote retinale 
Degeneration zu einem Anstieg der Zahl der EYFP-positiven Müllerzellen in Split-
Cre-transgenen Mäusen führt. Während dieser Läsionen sind demnach in den Müllerzellen 
sowohl der astrogliale GFAP-Promotor als auch der oligodendrozytäre PLP-Promotor 
zeitgleich aktiv. Zusätzlich wurde die Expression der Transkriptionsfaktoren Pax-6 und Sox-9 
in den Müllerzellen untersucht.  
 
5.1 Die GFAP-Expression in der Müllerzellgliose 
Die vermehrte Expression von GFAP ist Teil der sogenannten Müllerzellgliose. Der Begriff 
beschreibt die Antwort der Gliazellen auf pathologische Reize und vereint unter anderem die 
Produktion von neurotrophischen Faktoren, Freisetzung von Antioxidantien und die 
Aufnahme von erhöhten Glutamatspiegeln (vgl. 1.3.3.1). Die Hochregulation des 
Intermediärfilamentes GFAP durch Müllerzellen nach nahezu allen Formen von 
pathologischen Einflüssen auf die Retina ist seit Langem bekannt (Bignami und Dahl, 1979; 
Bringmann und Reichenbach, 2001). Die Hochregulation der GFAP-Expression wurde in 
einer Vielzahl von Pathologien der Netzhaut nachgewiesen, zum Beispiel der 
altersabhängigen retinalen Degeneration (DiLoreto et al. 2005), der retinalen Ischämie 
(Larsen und Osborne, 1996; Kim et al. 1998), im Glaukom (Tanihara et al. 1997), der 
vererbten retinalen Dystrophie (Eisenfeld et al. 1984) und der retinalen Hyperoxie (Penn et al. 
1998). Die Ergebnisse der genannten Studien beziehen sich vornehmlich auf Müllerzellen der 
Ratte.  Die Gründe und die genaue Pathophysiologie hinter diesem Prozess sind jedoch nach 




GFAP kann somit als ein verlässlicher Marker für die Müllerzellgliose verwendet werden. 
Dieses zweischneidige Phänomen der Gliose hat für die Zellen der Retina sowohl schützende 
als auch schädigende Auswirkungen (Sofroniew 2005, s.a. Kapitel 1.3.3.). In dieser Arbeit 
wird durch einen für eine Stunde erhöhten Augeninnendruck mit anschließender 7-tägiger 
Erholungszeit und eine homozygote retinale Degeneration eine Müllerzellgliose induziert.  
 
5.2 Auswertung und Vergleich der retinalen Ganzpräparate und Querschnitte  
Um die durch die Ko-Expression hervorgerufene EYFP-Expression in den einzelnen Maus-
Netzhäuten zu untersuchen, wurden zuerst die GS-positiven Müllerzellen quantifiziert. Der 
Vergleich der GS-positiven Müllerzellen zwischen den Ganzpräparaten und den 
Querschnitten ist zwar bis auf eine Ausnahme nicht signifikant, jedoch scheinen die 
Mittelwerte stark zu differieren. Ebenso wurden bei den Querschnitt-Präparaten höhere 
Mittelwerte als bei den Ganzpräparaten gezählt. Ein Grund dafür könnte darin liegen, dass die 
Netzhäute teilweise schräg, also nicht im parallelen Verlauf zu den Müllerzellen 
angeschnitten wurden und so Müllerzellen doppelt gezählt wurden, besonders, wenn sie 
schräg zur Ausrichtung lagen. Eine andere Möglichkeit sind Fixierungsartefakte, die zum 
Beispiel zur Schrumpfung des Präparates geführt haben können. Da aber zuverlässige Zahlen 
durch die Auswertung von Ganzpräparaten vorlagen, wurden keine weiteren 
Korrekturversuche unternommen. Die Müllerzellen-Dichte bei der Maus nimmt, wie auch bei 
anderen Spezies, vom Zentrum der Netzhaut zur Peripherie ab (Chao et al. 1997; Jeon et al. 
1998). Es wurden zwar mehrere Querschnitte pro Maus ausgezählt, jedoch wurden sowohl 
zentralere als auch weiter peripher liegende Abschnitte mikrophotographisch erfasst und 
ausgewertet, was zu leichten Zellzahl-Schwankungen geführt haben könnte. 
Wie erwartet, waren in dieser Arbeit in den Netzhäuten der RD-Mäuse keine signifikanten 
Änderungen in der Anzahl der GS-positiven Müllerzellen im Vergleich zur Kontroll-Retina 
zu erkennen. Dieses Ergebnis deckt sich mit Ergebnissen anderer Studien (Bringmann, 2009). 
Auch bei den Netzhäuten, die einer transienten Ischämie (HIOP) unterlagen, wurden keine 
Veränderungen der Anzahl der GS-positiven Müllerzellen festgestellt. Damit bestätigt diese 
Arbeit Ergebnisse vorangegangener Experimente (Hirrlinger et al. 2010). 
Im Rahmen der Untersuchungen wurden die Ko-Expression des GFAP- und des 
PLP-Promotors durch Analyse der Rekombination des Reportergens für EYFP durch 
Split-Cre untersucht. Die erfolgte Ko-Expression wurde durch EYFP-positive Müllerzellen 
angezeigt. Iandiev (2006) stellte in der Retina der Kontrollmaus (Wildtyp Balb/c) eine GFAP-




Expression nur in Astrozyten der Ganglienzellschicht (GCL) fest. Das gleiche Ergebnis zeigte 
sich bei Hirrlinger (2010) in der Kontrollretina der verwendeten Mauslinie (C57BL/6). Auch 
hier war die Expression von GFAP in den Kontroll-Netzhäuten nur auf die Astrozyten der 
Ganglienzellschicht (GCL) beschränkt. 
Die in dieser Arbeit verwendete transgene Mauslinie exprimiert den EYFP-Reporter im 
Split-Cre-System nur, wenn sowohl der astrogliale GFAP- als auch der oligodendrozytäre 
PLP-Promotor zeitgleich aktiviert sind. Diese Mäuse (FVB/N-C57/Bl6-Mischhintergrund) 
waren allesamt tripel-transgen: [TgN(hGFAP-NCre)] Mauslinie V bzw. T x [TgN(mPLP-
CCre)] Linie K x [TgH(ROSA26-loxP/STOP/loxP-EYFP)] (vgl. Kap. 3.1.4.). In der EYFP-
Immunhistochemie wurden alle Zellen markiert, die einmal in ihrer Entwicklungsphase eine 
gleichzeitige Aktivität des GFAP- und des PLP-Promotors zeigten. Diese Zellen blieben 
irreversibel markiert. Es konnte somit nicht nachgewiesen werden, wann diese Ko-Expression 
stattfand, sondern nur dass sie stattgefunden hat. Die Auswertung zeigt, dass irgendwann in 
der Entwicklung der Müllerzellen eine physiologische Aktivität des GFAP- und des PLP-
Promotors stattgefunden haben muss. Neben den Ischämie-Netzhäuten und den RD-
Netzhäuten wurden auch in den untersuchten Kontroll-Netzhäuten durchweg EYFP-positive 
Müllerzellen gezählt, was Hinweise darauf gibt, dass die Aktivität des GFAP-Promotors in 
Kontroll-Netzhäuten nicht allein auf die Ganglienzellschicht (GCL) beschränkt war. Es zeigte 
sich jedoch eine signifikante Erhöhung der EYFP-Expression bei den Ischämie-Netzhäuten 
und bei den RD-Netzhäuten im Vergleich zu den Kontroll-Netzhäuten.  
 
5.3 Die Untersuchung der Promotoraktivität nach retinaler Ischämie 
In dieser Arbeit wurden die EYFP-positiven Müllerzellen von Kontroll-Netzhäuten mit den 
Ischämie-Netzhäuten verglichen. Die kontralaterale Netzhaut eines Tieres wurde dabei als 
Kontroll-Netzhaut verwendet. Es zeigte sich eine signifikante Erhöhung der EYFP-
Expression im direkten Vergleich der ipsilateralen (unbehandelten) mit der kontralateralen 
(der Ischämie unterzogenen) Retina. 
Da die EYFP-Expression in diesen Experimenten durch die Anwendung des Split-Cre-
Systems nicht nur von der bekannten Hochregulation des GFAP-Promotors, sondern auch von 
einer PLP-Promotor-Aktivität abhing, wird hier erstmals gezeigt, dass ein Teil der glialen 
Müllerzellen während einer akuten Schädigung im Rahmen ihrer Reaktivierung nicht nur eine 
GFAP-Promotor-, sondern auch eine PLP-Promotor-Aktivität aufweisen. Das ist 




Zellreihe aktiv ist und in der murinen Retina keine Oligodendrozyten vorkommen (Verardo 
et al. 2008). Die GFAP-Hochregulation scheint zeitlich begrenzt zu sein. So zeigte Kim 
(1998), dass die GFAP-Expression bis zwei Wochen nach erhöhtem Augeninnendruck in der 
Ratte ansteigt, nach etwa vier Wochen jedoch wieder abfällt. Ein ähnlicher Prozess wurde 
auch in der RD-Retina von Mäusen beobachtet (s.u.). 
Eine weitere Studie zeigte, dass die PLP-Promotor-Aktivität in Mäusen, die normalerweise 
auf myelinisierende, reife Oligodendrozyten beschränkt ist, in der embryonalen und frühen 
postnatalen Phase der Maus in weiten Teilen des ZNS und des PNS vorhanden ist und sich 
erst später auf die oligodendrozytäre Zelllinie konzentriert (Michalski et al. 2011). In dieser 
Studie wurden im Rückenmark, im Cerebellum und teilweise auch im optischen Nerv am 28. 
Lebenstag Zellen entdeckt, die doppelt positiv für PLP und den astroglialen Marker GFAP 
waren. Es scheint also in einem gewissen Rahmen während frühen Entwicklungsphasen eine 
physiologische Ko-Expression einer PLP- und GFAP-Promotor-Aktivität in Neuronen und in 
Gliazellen zu geben. Hier wird erstmals gezeigt, dass retinale Müllerzellen eine 
PLP-Promotor-Aktivität auch in erwachsenen Mäusen nach Abschluss der Neurogenese 
aufweisen. Daher scheinen Müllerzellen, die einem akuten Stress wie einer transienten 
Ischämie ausgesetzt sind, nach einer Erholungsphase Entwicklungsprogramme reaktivieren zu 
können, die normalerweise in der frühen embryonalen und postnatalen Phase abgeschlossen 
sind. 
 
5.4 Die Untersuchung der Promotoraktivität bei angeborener retinaler 
Degeneration 
Die hier verwendete Form der retinalen Degeneration führt bei homozygoten Mäusen schon 
ab der ersten Lebenswoche zu einer massiven Degeneration der Stäbchen. Nach einigen 
Wochen führt dieser Prozess zur Blindheit der Mäuse. Der Grund dafür ist eine Akkumulation 
von zyklischem GMP (cGMP) in der Netzhaut aufgrund einer Nonsense-Mutation der cGMP-
Phosphodiesterase. Die Hochregulation des Intermediärfilamentes GFAP in Müllerzellen von 
homozygoten RD-Mäusen findet bereits zwischen der zweiten und dritten Lebenswoche statt 
(Ekström et al. 1988).  
In dieser Arbeit wurde die EYFP-Expression von Müllerzellen in transgenen, homozygoten 
adulten RD-Mäusen untersucht. Es zeigte sich eine signifikante Erhöhung der EYFP-positiven 
Müllerzellen im Vergleich zu den Kontroll-Netzhäuten. Die Müllerzell-Dichte pro 
Quadratmillimeter wurde anhand der Immunhistochemie für die Glutamin-Synthetase in den 




Müllerzellen bestimmt. Es gab keine signifikanten Veränderungen im Vergleich zu den 
Kontroll-Netzhäuten, entsprechend den Ergebnissen anderer Studien (Iandiev et al. 2006, 
Chua et al. 2013). Die Anzahl der EYFP-positiven Müllerzellen war in den RD-Retinas der 
adulten homozygoten Mäuse signifikant erhöht. 
Es wurden nur Netzhäute von adulten Mäusen untersucht. In anderen Studien wurde durch 
Anwendung des Split-Cre-Systems gezeigt, dass im Gehirn von transgenen Mäusen 
(GFAP-NCre gekreuzt mit PLP-CCre) eine Ko-Expression der beiden Promotoren während 
der frühen Entwicklungsphase in Gliazellen (Astrozyten und NG2-Zellen), jedoch nicht in 
Neuronen stattfindet (Hirrlinger et al. 2009). Während der frühen Entwicklung sind die 
embryonalen Radialgliazellen neurogen (E11-E14 [E=Embryonaltag]), in einer späteren 
Phase (nach E16) jedoch gliogen (Malatesta et al. 2003, Casper et al. 2006, Delaunay et al. 
2008). Es wurde diskutiert, ob es hier zwei Typen von embryonalen, neuralen Vorläufer-
Zellen gibt, oder ob sich die PLP-positiven und GFAP-positiven Zellen erst später, nach der 
Trennung in eine neurale und eine gliale Zelllinie, generieren.  
Eine Aktivität des oligodendrozytären PLP-Promotors in radialen Gliazellen nach Abschluss 
der Embyonalphase war bisher nicht bekannt. Frühere Untersuchungen zeigten, dass PLP-
exprimierende Zellen im Gehirn in der frühen Entwicklungsphase die Möglichkeit besitzen, in 
alle Arten von neuralen Zellen zu differenzieren. So wurden Oligodendrozyten, NeuN- und 
Calretinin-positive Neurone und sogar protoplasmatische Astrozyten identifiziert (Delaunay 
et al. 2008). Da die retinale Degeneration der Mäuse angeboren ist und eine signifikante Ko-
Expression der beiden Promotoren durch eine erhöhte EYFP-Expression nachgewiesen 
wurde, können auch hier derartige Überlegungen angestellt werden.  
Es wäre interessant, den zeitlichen Verlauf der durch die Ko-Expression von PLP- und 
GFAP-Promotoren induzierte EYFP-Expression in Müllerzellen von RD-Mäusen zu 
beobachten, um Rückschlüsse auf die Rolle des PLP-Promotors und die Hochregulation von 
Intermediärfilamenten wie GFAP in der homozygoten RD-Maus zu ziehen. Dies könnte zum 
Beispiel durch die Anwendung des Split-Cre-ERT2-Systems erfolgen. Hierbei wird durch 
Gabe des synthetischen Östrogenagonisten Tamoxifen das intrazelluläre Hitzeschockprotein 
HSP90 freigesetzt, welches normalerweise das Fusionsprotein im Zytosol bindet und 
inaktiviert. Anschließend kann das Fusionsprotein in den Zellkern transportiert werden, die 
Cre-Rekombinase an die loxP-Sequenzen binden und Rekombination starten. Damit kann die 





5.5 Die Rolle der Transkriptionsfaktoren Pax-6 und Sox-9 
Um weitere Einblicke in die Funktion der Müllerzellen als mögliche Stammzellen für retinale 
Neurone zu gewinnen, wurden in dieser Arbeit die Expression von Transkriptionsfaktoren in 
Müllerzellen von Netzhäuten untersucht, die einem aktuen und einem chronischen Stress 
unterlagen. 
 Pax-6 5.5.1
Der Transkriptionsfaktor Pax-6 ist in die embryonale und die adulte Neurogenese involviert 
(Osumi et al. 2008). Es wird bei Mäusen schon in den ersten Embryonaltagen exprimiert (Xu 
et al. 2007). Das Fehlen des Gens führt zu schwerwiegenden ophtalmologischen 
Erkrankungsbildern (vgl. Einleitung Kap. 1.5.1.). 
Vor dem Hintergrund der Stammzell-Eigenschaften der Müllerzellen und deren Fähigkeit, in 
einigen Spezies als neuronale Progenitorzellen zu fungieren, wurde die Pax-6 Expression von 
Müllerzellen nach transienter Ischämie und bei angeborener Retinadegeneration untersucht.  
Beim Huhn treten zumindest ein Teil der Müllerzellen im Rahmen der Antwort auf 
pathologische Reize wieder in den Zellzyklus ein (Fischer und Reh, 2001). Sie etablieren in 
diesem Rahmen Stammzelleigenschaften und exprimieren Transkriptionsfaktoren wie Pax-6 
und Chx-10. Retinaler Stress wie Injektionen von zytotoxischem Glutamat in den subretinalen 
Raum von Mäusen führt bei Müllerzellen zur Expression von Vorläufer-Zellmarkern wie 
Nestin und Chx-10, De-Differenzierung und Migration in die äußere Körnerschicht (Takeda 
et al. 2008). Hier findet dann eine Transdifferenzierung einiger dieser Zellen in 
Photorezeptorzellen statt. 
Die Pax-6-Expression in den Netzhäuten findet typischerweise neben Müllerzellen auch in 
anderen Zelltypen wie Ganglienzellen, Horizontalzellen und amakrinen Zellen statt. Dabei ist 
anzumerken, dass diese Zellen bei der Quantifizierung dieser Arbeit fälschlicherweise für 
Müllerzellen gehalten werden konnten. Um diese Tatsache möglichst zu verhindern, wurden 
die Zählungen in dreidimensionalen Aufnahmen, sogenannten „stacks“ durchgeführt. In 
diesen wurden zuerst die GS-positiven Müllerzellen markiert und dann die Müllerzellen mit 
positiven Färbungen für den Transkriptionsfaktor Pax-6 und/oder EYFP ausgewertet.  
Es wurde hier gezeigt, dass die Expression des Transkriptionsfaktors Pax-6 im Rahmen der 
transienten Ischämie und der angeborenen retinalen Degeneration bei der Maus keine 
signifikante Korrelation mit der EYFP-Expression aufweist. Es waren zwar einige EYFP-
positive Müllerzellen auch für Pax-6 positiv, jedoch war hier keine signifikante Änderung 
über die drei Bedingungen Kontrolle, Ischämie und Degeneration zu verzeichnen (vgl. 




Abb. 25). Da die Netzhäute der RD-Mäuse in dieser Arbeit nicht in bestimmten Zeitabständen 
untersucht wurden, kann jedoch eine erhöhte Pax-6-Expression zu einem bestimmten, nicht 
untersuchten Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden. Die Netzhäute, die einer transienten 
Ischämie unterlagen, wurden alle nach 7 Tagen untersucht. Da auch hier kein signifikanter 
Pax-6-Anstieg zu verzeichnen war, darf man davon ausgehen, dass dieser 
Transkriptionsfaktor zumindest in diesem Mausmodell kaum mit der gleichzeitig erhöhten 
GFAP- und PLP-Expression korreliert oder der Expressionsgrad zu einem anderen Zeitpunkt 
als dem analysierten erhöht gewesen ist.  
Nach Licht-induziertem Schaden der Mausretina wurden ebenso keine signifikanten 
Änderungen der Pax-6-Expression in den Müllerzellen festgestellt (Joly et al. 2008). 
Gleichzeitig sind die GFAP-Spiegel als Marker für die Müllerzellgliose signifikant gestiegen. 
In der genannten Studie wurden zusätzlich BrdU-Färbungen durchgeführt. Dieser Marker 
zeigt an, ob Zellen wieder in den Zellzyklus eingetreten sind. Aus den Ergebnissen dieser 
Färbung wurde geschlossen, dass Müllerzellen durch Licht-induzierte Netzhautschäden nicht 
proliferieren. Es wurde in diesem Rahmen diskutiert, ob erhöhte GFAP-Spiegel den 
Wiedereintritt der Müllerzellen in den Zellzyklus negativ beeinflussen. 
Anders sieht es bei Retinaschäden durch intraokulare NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-
Injektionen aus. Hier konnte eine Müllerzell-Proliferation durch unterstützende Behandlung 
mit Wachstumsfaktoren wie EGF (epidermal growth factor) und FGF1 (fibroblast growth 
factor) eine erhöhte Expression von Faktoren wie Pax-6, Calretinin, Prox1 und NeuN 
festgestellt werden. Dieses deutete darauf hin, dass Müllerzellen Eigenschaften von 
amakrinen Zellen annahmen. Dabei handelt es sich um neuronale Zellen in der inneren 
Körnerschicht der Netzhaut. Es schien der Beweis erbracht, dass murine Müllerzellen die 
Fähigkeit besitzen, bis zu einem bestimmten Grad in retinale Neurone transdifferenzieren zu 
können (Karl et al. 2008). Es sei angemerkt, dass dieses nur durch die zusätzliche Gabe von 
bestimmten Wachstumsfaktoren erreicht werden konnte. 
Es scheint also stark von dem jeweiligen schädigenden Einfluss abzuhängen, ob eine Pax-6-
Expression der Müllerzellen stattfindet und inwieweit die Müllerzellen in der murinen Retina 
Programme abrufen können, die ihre Stammzelleigenschaften hervorrufen. 
 Sox-9 5.5.2
Die Entwicklung von einer retinalen Stammzelle bis hin zur reifen Müllerzellen scheint unter 
anderem abhängig vom Transkriptionsfaktor Sox-9 und dem Notch-Signalweg zu sein. Sox-9 




2008). Daher wurde neben dem Transkriptionsfaktor Pax-6 in dieser Arbeit auch die 
Expression des Transkriptionsfaktors Sox-9 in den Müllerzellen der tripel-transgenen Mäuse 
untersucht. Es zeigte sich, dass die Expression von EYFP- und Sox-9-doppelt positiven 
Müllerzellen sowohl in den Müllerzellen der Ischämie-Retina, als auch in den Müllerzellen 
der RD-Retina zunahm (Abb. 27). Hierbei war lediglich der Anstieg der Expression in den 
RD-Netzhäuten signifikant, jedoch war er auch in den Ischämie-Netzhäuten nachzuweisen. 
Wie schon bei den Pax-6-Auswertungen erwähnt, scheint die Expression bestimmter 
Transkriptionsfaktoren in Müllerzellen stark von der Art der jeweiligen Schädigung 
abzuhängen. Somit ist es nicht auszuschließen, dass Müllerzellen nach einer anderen Form 
von akutem retinalem Stress, zum Beispiel intraokularen Injektionen von toxischen 
Substanzen, auch einen signifikanten Anstieg EYFP- und Sox-9-positiver Zellen aufweisen. 
Die Expression von EYFP und Sox-9 war in den RD-Netzhäuten stärker ausgeprägt als in den 
Müllerzellen der Ischämie-Netzhäuten. Die Ursache dafür kann in der Art und Dauer der 
retinalen Schädigung liegen. Die in beiden Fällen herbeigeführte Müllerzellgliose beinhaltet 
morphologische, biochemische und physiologische Veränderungen, die stark von der Art und 
der Schwere der Schädigung abhängig sind. Auch der Untersuchungszeitpunkt spielt eine 
Rolle (s.o.). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass in einer Netzhaut, die einer 
homozygoten angeborenen retinalen Degeneration der Photorezeptoren unterliegt, in mehr 
Müllerzellen eine simultane Ko-Expression des GFAP- und PLP-Promotors stattfindet als in 
Müllerzellen einer Netzhaut nach einstündiger Ischämie mit anschließender Erholungszeit.  
Die Hochregulation von Sox-9 in Müllerzellen nach retinalem Stress wurde schon 
beschrieben. So führt eine intraokulare NMDA-Injektion zu einem erhöhten Spiegel von 
Sox-9 in proliferierenden Müllerzellen. Das geschah allerdings unter der Gabe von EGF (Karl 
et al. 2008). Gleichzeitig waren diese Müllerzellen auch positiv für BrdU, was darauf 
hindeutet, dass diese wieder in den Zellzyklus eingetreten sind.  
Auch in dieser Arbeit kann man durch die erhöhte Sox-9-Expression und die gleichzeitig 
erhöhte EYFP-Expression in den Müllerzellen darauf schließen, dass Müllerzellen 
Programme reaktivieren können, die auch im Zellzyklus eine Rolle spielen. Hier wurden 
allerdings keine Wachstumsfaktoren hinzugegeben und trotzdem konnten erhöhte Sox-9-
Spiegel nachgewiesen werden.  
Die Sox-9-Expression selbst scheint unter anderem vom Notch-Signalweg abhängig zu sein 
(Muto et al. 2009). Dieser ist wichtig für das Proliferationspotential der Müllerzellen in der 
adulten Maus (Ghai et al. 2010). Nach Durchlaufen einer „Kompetenz-Phase“, in der 
verschiedene Transkriptionsfaktoren aktiv sind, wird ein Vorläufer-Zell-Stadium erreicht. Um 




das Stadium der reifen Müllerzelle zu erreichen, scheint der Transkriptionsfaktor Sox-9 eine 
wichtige Rolle zu spielen (Abb. 28).  
Die Ergebnisse dieser Arbeit beweisen, dass reife Müllerzellen der Maus-Retina nach akutem 
und chronischem Stress eine vermehrte Expression des Transkriptionsfaktors Sox-9 zeigen. 
Ebenso wurde hier eine oligodendrozytäre PLP-Promotor-Aktivität durch eine vermehrte 
EYFP-Expression in den Müllerzellen nachgewiesen, was überraschend war, da es in der 
Retina keine Oligodendrozyten gibt.  
Poché (2008) zeigte auch, dass Sox-9 in postnatalen Müllerzellen persistiert. Dort wo Sox-9 
fehlt, kommt es nicht zur Entwicklung von Müllerzellen. Sox-9 scheint also eine wichtige 
Rolle in der Müllerzell-Differenzierung und in deren Überleben zu spielen. Es ist also 
möglich, dass Müllerzellen auf pathologische Stimuli mit einer Art Selbstschutz reagieren, 
indem sie Transkriptionsfaktoren (re)aktivieren. Die erhöhte EYFP-Expression durch Ko-
Aktivität eines oligodendrozytären PLP-Promotors korreliert mit einer erhöhten Sox-9-
Expression in Müllerzellen. Dies deutet darauf hin, dass es einen Zusammenhang zwischen 
der vermehrten Aktivität des Transkriptionsfaktors Sox-9 und der erhöhten PLP-Promotor-
Aktivität nach retinalem Stress gibt. Natürlich ist es auch möglich, dass Sox-9 und EYFP 
völlig unabhängig voneinander in den Müllerzellen exprimiert werden oder dass der 
oligodendrozytäre PLP-Promotor in keinem kausalen Zusammenhang mit dem 
Transkriptionsfaktor Sox-9 steht. Es ist jedoch bekannt, dass die Gruppe E der Sox-Gene 
(Sox-8, Sox-9, Sox-10) im Gehirn in der oligodendrozytären Zelllinie gefunden werden und 
dass Sox-9 zum Beispiel in der Ventikularzone des Hirns eine Grundvoraussetzung für die 
Oligodendrogenese ist (Stolt et al. 2003). Oligodendrozyten spielen in der Retina jedoch 
keine Rolle. Man kann also vermuten, dass Müllerzellen nach retinalem Stress 
Transkriptionsfaktoren vermehrt exprimieren, die zelluläre Programme reaktivieren, die sonst 
nur in der frühen Entwicklungsphase ablaufen. Dies zeigte sich durch die erhöhte EYFP-
Expression in Müllerzellen, die durch die Ko-Expression von GFAP- und PLP-Promotoren 
zustande kam. Es sollte an dieser Stelle hervorgehoben werden, dass hier keine 
Vormachtstellung des Transkriptionsfaktor Sox-9 im Rahmen der Stammzell-Eigenschaften 
von Müllerzellen suggeriert werden soll. Es wird lediglich seine Rolle im Kontext der 









Abbildung 28 Mögliche Rolle von Sox-9 in der Müllerzelle im Kontext pathologischer Stimuli  
In der Differenzierungsphase wird aus der Progenitor-Zelle unter der Aktivität von Transkiptionsfaktoren (unter 
anderem Sox-9) eine reife Müllerzelle. Wirkt retinaler Stress auf diese, werden wiederum durch die Aktivität 
von Transkriptionsfaktoren, wahrscheinlich auch Sox-9, Promotoren reaktiviert, die in dieser Arbeit zu einer 
erhöhten EYFP-Expression führte. Die Abbildung soll kein Alleinstellungsmerkmal von Sox-9 suggerieren, 
sondern eine mögliche Rolle im Kontext der Differenzierung und Reaktivierung von Müllerzellen darstellen. 
 
Diese Überlegungen decken sich mit Erkenntnissen über die Stammzell-Eigenschaften der 
Müllerzellen. Weitere Forschungen bezüglich des Eintrittes von Müllerzellen in den 
Zellzyklus nach Ischämie und bei retinaler Degeneration in Split-Cre-Mäusen wären 
interessant. Das könnte zum Beispiel durch BrdU-Färbungen erfolgen. Auch die Rolle des 
Notch-Signalweges in adulten Müllerzellen sollte in diese Überlegungen mit einbezogen 
werden.  
 
5.6 Einordnung der Ergebnisse in die Zellbiologie der Müllerzelle 
Müllerzellen vieler Spezies besitzen Stammzell-Eigenschaften. So wurde in Müllerzellen der 
Netzhaut von transgenen Zebrabärblingen der multipotente Vorläufer-Marker Pax-6 
nachgewiesen. Sie besitzen dort zudem die Fähigkeit, in der postembryonalen Retina 
Photorezeptor-Zellen und Ganglien-Zellen zu generieren (Bernardos et al. 2007; s. Kap. 
1.5.1).  
Die Stammzell-Eigenschaften der Retina sind jedoch stark alters- und speziesabhängig. So 
haben Müllerzellen von Hühnern auch die Möglichkeit, Transkriptionsfaktoren wie Pax-6 und 
Chx-10, die normalerweise in der Embryonalphase zu finden sind, zu exprimieren und durch 
Wiedereintritt in den Zellzyklus zu neuronalen Zellen zu differenzieren. Jedoch betrifft dieses 
nur einen kleinen Prozentsatz der neu generierten Zellen (Fischer und Reh, 2001 und 2003). 
In Müllerzellen von Säugern sind diese Eigenschaften ebenso vorhanden, jedoch noch stärker 
eingeschränkt (Bull et al. 2008; Joly et al. 2001). Müllerzellen sind der einzige Zelltyp in der 




reifen Maus-Retina, der in der Lage ist, nach einer Verletzung der Retina wieder in den 
Zellzyklus einzutreten (Dyer und Cepko, 2000). Dieses geschieht schon innerhalb der ersten 
24 Stunden nach der Verletzung, in diesem Fall intraokularen Injektionen von 
neurotoxischem Ouabain und Domoinsäure.  
Nach intraokularen Injektionen neurotoxischer Substanzen wurde in Müllerzellen von adulten 
Ratten und Mäusen eine Proliferation, Migration und bis zu einem bestimmten Grad eine 
Transdifferenzierung in Zellen mit neuronalem und photorezeptivem Phänotyp beobachtet 
(Ooto et al. 2004, Takeda et al. 2008). Es wurde postuliert, dass Müllerzellen eine Funktion 
als retinale Vorläufer-Zellen einnehmen und somit als Quelle für die Regeneration einiger 
neuronaler Zellen der Retina dienen könnten. Sie besitzen in Säugern die lebenslange 
Fähigkeit, nach pathologischen Stimuli zu dedifferenzieren und wieder in den Zellzyklus 
einzutreten (Das et al. 2006). Hirrlinger (2009) diskutierte eine Rolle der PLP-Gene in der 
frühen astroglialen Differenzierung im Gehirn im Sinne PLP-positiver astroglialer 
Vorläuferzellen, die sich später zu glialen Astrozyten bilden. An dieser Stelle wird jetzt 
gezeigt, dass gliale Müllerzellen auch nach Abschluss der frühen Entwicklung durch retinale 
Stresssituationen durchaus wieder zelluläre Programme abrufen können, die sonst nur in 
frühen Entwicklungsphasen ablaufen. Sie nutzen dabei mit dem oligodendrozytärem PLP-
Promotor und Sox-9 Proteine und Transkriptionsfaktoren, die in der regulären Retina nach 
Abschluss der Entwicklung keine Rolle spielen. Die Fähigkeit der Müllerzellen, nach einer 
transienten Ischämie und chronischen Degenerationen Promotoren zu reaktivieren, die 
normalerweise nur in der embryonalen und frühen postnatalen Phase aktiv sind, bestätigt die 
Beobachtungen dieser Arbeit, dass auch Müllerzellen von erwachsenen Säugern gewisse 
Eigenschaften zu besitzen, die ruhenden Stammzellen ähneln. Der Anstieg der 
PLP+/Sox-9+-Müllerzellen nach retinalem Stress deutet auf eine eine funktionelle Verbindung 
hin und stützt diese Hypothese. In Zukunft könnte das Potential der Müllerzellen bei 
Augenerkrankungen wie Glaukomen oder der altersbedingten Makuladegeneration durch die 
Gabe von Transkriptions- und Wachstumsfaktoren genutzt werden, um untergegangene 






Die Müllerzelle ist die wichtigste Gliazelle der Netzhaut. Sie durchspannt die gesamte Retina 
und umhüllt mit ihren Fortsätzen Nervenzellen und Blutgefäße. Müllerzellen übernehmen 
innerhalb der Retina eine Vielzahl von Aufgaben, unter anderem in den Bereichen 
Ionenhomöostase, Transmitterbildung, Phagozytose, Lichtleitung und Regulierung des 
retinalen Blutflusses. Diese Eigenschaften sind für die Integrität und Funktion der Retina und 
ihrer Zellen von immenser Bedeutung. Müllerzellen besitzen darüber hinaus Eigenschaften 
retinaler Vorläuferzellen und können unter pathologischen Bedingungen in manchen Spezies 
zur Regeneration des Gewebes beitragen.  
In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass sich im Gehirn eine Subpopulation von Astrozyten durch 
eine, vermutlich im Stadium von Vorläuferzellen, gleichzeitige Expression des astroglialen 
GFAP-Promotors und des oligodendroglialen PLP-Promotors definieren lässt (Hirrlinger et 
al. 2009). Die Expression des glialen sauren Faserproteins (GFAP) ist eine klassische 
Eigenschaft von Zellen der astroglialen Zelllinie, der GFAP-Promotor ist jedoch auch in 
Stammzellen des Gehirns, z.B. in radialen Gliazellen, aktiv. Das Proteolipidprotein (PLP) ist 
ein wesentlicher Bestandteil des Myelins und wird daher im adulten Organismus 
physiologisch nur von Oligodendrozyten exprimiert. Während der frühen Entwicklungsphase 
wird dieser Promotor jedoch auch von anderen Gliazellen aktiviert, was darauf hindeutet, dass 
sich durch die gleichzeitige Expression von GFAP- und PLP-Promotor eine spezielle 
Vorläuferzellpopulation beschreiben lässt. Ob diese Koexpression der beiden Promotoren 
auch in Müllerzellen der Retina vorkommt und dort ebenfalls zur Definition von 
Vorläuferzelleigenschaften geeignet ist, war unbekannt und sollte in der vorliegenden Arbeit 
untersucht werden. 
Um die gleichzeitige Aktivität beider Promotoren nachzuweisen, wurde ein genetisches 
Koinzidenzsystem, das sogenannte Split-Cre-System, eingesetzt. Unter der Kontrolle der zu 
untersuchenden Promotoren (hier GFAP und PLP) werden zwei Teile der Cre-DNA-
Rekombinase („NCre“ und „CCre“) exprimiert. Jeder der Teile allein kann keine 
DNA-Rekombination katalysieren. Werden jedoch beide Teile gleichzeitig in einer Zelle 
exprimiert, erfolgt eine funktionelle Komplementierung, die zur DNA-Rekombination an den 
loxP-Erkennungsstellen der Cre-Rekombinase führt. In Kombination mit einem 
Cre-aktivierbaren Reporterallel wurden alle Zellen irreversibel markiert, die zu einem 
Zeitpunkt ihrer Entwicklung beide Promotoren gleichzeitig aktiviert hatten. In der 
vorliegenden Arbeit wurden tripel-transgene Mäuse eingesetzt [TgN(hGFAP-NCre) x 




TgN(PLP-CCre) x TgH(Rosa26-StopFlox-EYFP)], in denen nach gleichzeitiger Aktivität der 
GFAP- und PLP-Promotoren und Split-Cre vermittelter DNA-Rekombination das 
Reporterprotein EYFP (gelb fluoreszierendes Protein) irreversibel exprimiert wird. Die 
Expression von EYFP wurde anschließend immunhistochemisch mittels konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie nachgewiesen und quantifiziert. 
In der Retina dieser tripel-transgenen Mäuse konnte eine Subpopulation von Müllerzellen 
nachgewiesen werden, die den Reporter EYFP exprimiert. Diese umfasste ca. 30 – 40 % aller 
Müllerzellen (quantifiziert durch immunhistochemische Anfärbung gegen 
Glutamin-Synthetase). Da in der adulten Retina keine Oligodendrozyten vorkommen, deutet 
dieses Ergebnis darauf hin, dass auch in der Retina wie im Gehirn eine 
GFAP+/PLP+-Vorläuferzellpopulation existiert. 
Um weitere Aspekte der Reaktion von Müllerzellen auf pathologische Stimuli in der Retina 
zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit Netzhäute der tripel-transgenen Mäusen einer akuten 
oder einer chronischen Läsion unterzogen und die Expression des Reporters EYFP 
anschließend im Vergleich zu nicht geschädigten Netzhäuten quantifiziert. Die akute 
Schädigung der Retina wurde dabei durch eine experimentelle Erhöhung des 
Augeninnendruckes für eine Stunde mit einer anschließenden Erholungszeit von 7 Tagen 
erreicht („HIOP“). Dies führt zu einer retinalen Ischämie und stellt ein Modell für das 
Glaukom dar. Für die chronische Schädigung wurden Mäuse verwendet, die eine Mutation im 
Pde6brd1-Gen trugen („RD-Mutation“). Diese Mutation führt zum Funktionsverlust einer 
cGMP-spezifischen Phosphodiesterase der retinalen Photorezeptorzellen und dadurch zu einer 
frühzeitigen Degeneration dieser Zellen. Während beide Läsionen nicht zu einer Veränderung 
der Gesamtzahl der Müllerzellen führten, konnte ein Anstieg der Anzahl der mit EYFP 
markierten Zellen beobachtet werden. Im Falle der retinalen Ischämie war dieser Anstieg 
jedoch aufgrund der hohen Variabilität zwischen einzelnen Tieren nur beim direkten 
Vergleich der geschädigten Netzhaut mit dem kontralateralen Auge statistisch signifikant. 
Müllerzellen aktivieren also im Läsionsgeschehen vermehrt beide untersuchten Promotoren 
gleichzeitig, was darauf hindeutet, dass es sich dabei in der Tat um die Reaktivierung von 
Eigenschaften von Vorläuferzellen handeln könnte.  
Um die Müllerzellen genauer zu charakterisieren, wurden zusätzliche Untersuchungen zur 
Expression von Transkriptionsfaktoren in dieser Zellpopulation durchgeführt. Es wurden 
dabei die Transkriptionsfaktoren Pax-6 und Sox-9 ausgewählt, da diese in der Neurogenese 
und in der Differenzierung der retinalen Neurone eine herausragende Rolle übernehmen und 




Retinae waren 13% aller Müllerzellen positiv für EYFP und Sox-9. Dieser Anteil stieg im 
Falle der Ischämie auf 24% (nicht signifikant) und betrug in chronisch geschädigten Retinae 
34% (signifikant höher als in der Kontrolle). Während auch die Expression von Pax-6 in 
einem Teil der EYFP+-Müllerzellen nachgewiesen werden konnte, war der Anteil 
Pax6+/EYFP+-Müllerzellen in geschädigten Netzhäuten gegenüber der Kontrolle nicht 
verändert. Die Korrelation zwischen dem Anstieg der Anzahl der EYFP+-Zellen, ausgelöst 
durch die gleichzeitige Aktivität des PLP- und GFAP-Promotors und der Expression von 
Sox-9, deutet auf eine funktionelle Verbindung zwischen dem Transkriptionsfaktor und dem 
PLP-Promotor hin. Die Expression von Sox-9 ist in der Ventikularzone des Gehirns von 
Mäusen eine notwendige Voraussetzung für die Oligodendrogenese und ist ebenfalls für die 
Entwicklung von Müllerzellen essentiell. Hier deutet sich ein kausaler Zusammenhang 
zwischen der Aktivität des oligodendroglialen PLP-Promotors und der Reaktivierung 
entwicklungsbiologischer Programme der Müllerzelle an, der jedoch weiterer Untersuchungen 
bedarf. Dies könnte Analysen zum Zellzyklus der Müllerzellen sowie zum Notch-Signalweg 
beinhalten, da dieser eng mit dem Transkriptionsfaktor Sox-9 in Verbindung gebracht wird.  





Abu El-Asrar A M, Desmet S, Meersschaert A, Dralands L, Missotten L, Geboes K. Expression of the 
inducible isoform of nitric oxide synthase in the retinas of human subjects with diabetes mellitus. 
Am J Ophthalmol 2001; 132(4): 551-556. 
Agte S, Junek S, Matthias S, Ulbricht E, Erdmann I, Wurm A, Schild D, Kas J A, Reichenbach A. 
Muller glial cell-provided cellular light guidance through the vital guinea-pig retina. Biophys J 
2011; 101(11): 2611-2619. 
Barnett N L, Pow D V, Robinson S R. Inhibition of Muller cell glutamine synthetase rapidly impairs 
the retinal response to light. Glia 2000; 30(1): 64-73. 
Bernardos R L, Barthel L K, Meyers J R, Raymond P A. Late-stage neuronal progenitors in the retina 
are radial Muller glia that function as retinal stem cells. J Neurosci 2007; 27(26): 7028-7040. 
Bignami A, Dahl D. The radial glia of Muller in the rat retina and their response to injury. An 
immunofluorescence study with antibodies to the glial fibrillary acidic (GFA) protein. Exp Eye Res 
1979; 28(1): 63-69. 
Bringmann A, Reichenbach A. Role of Muller cells in retinal degenerations. Front Biosci 2001; 6: 
E72-E92. 
Bringmann A, Reichenbach A, Wiedemann P. Pathomechanisms of cystoid macular edema. 
Ophthalmic Res 2004; 36(5): 241-249. 
Bringmann A, Pannicke T, Grosche J, Francke M, Wiedemann P, Skatchkov S N, Osborne N N, 
Reichenbach A. Muller cells in the healthy and diseased retina. Prog Retin Eye Res 2006; 25(4): 
397-424. 
Bringmann A, Iandiev I, Pannicke T, Wurm A, Hollborn M, Wiedemann P, Osborne N N, 
Reichenbach A. Cellular signaling and factors involved in Muller cell gliosis: neuroprotective and 
detrimental effects. Prog Retin Eye Res 2009; 28(6): 423-451. 
Bull N D, Limb G A, Martin K R. Human Muller stem cell (MIO-M1) transplantation in a rat model 
of glaucoma: survival, differentiation, and integration. Invest Ophthalmol Vis Sci 2008; 49(8): 
3449-3456. 
Callaerts P, Halder G, Gehring W J. PAX-6 in development and evolution. Annu Rev Neurosci 1997; 
20: 483-532. 
Casper K B, McCarthy K D. GFAP-positive progenitor cells produce neurons and oligodendrocytes 
throughout the CNS. Mol Cell Neurosci 2006; 31(4): 676-684. 
Chang B, Hawes N L, Hurd R E, Davisson M T, Nusinowitz S, Heckenlively J R. Retinal 
degeneration mutants in the mouse. Vision Res 2002; 42(4): 517-525. 
Chao T I, Grosche J, Friedrich K J, Biedermann B, Francke M, Pannicke T, Reichelt W, Wulst M, 
Muhle C, Pritz-Hohmeier S, Kuhrt H, Faude F, Drommer W, Kasper M, Buse E, Reichenbach A. 
Comparative studies on mammalian Muller (retinal glial) cells. J Neurocytol 1997; 26(7): 439-454. 
Chua J, Nivison-Smith L, Fletcher E L, Trenholm S, Awatramani G, Kalloniatis M. Early remodeling 




Das A V, Mallya K B, Zhao X, Ahmad F, Bhattacharya S, Thoreson W B, Hegde G V, Ahmad I. 
Neural stem cell properties of Muller glia in the mammalian retina: regulation by Notch and Wnt 
signaling. Dev Biol 2006; 299(1): 283-302. 
de Melo J, Qiu X, Du G, Cristante L, Eisenstat D D. Dlx1, Dlx2, Pax6, Brn3b, and Chx10 homeobox 
gene expression defines the retinal ganglion and inner nuclear layers of the developing and adult 
mouse retina. J Comp Neurol 2003; 461(2): 187-204. 
Delaunay D, Heydon K, Cumano A, Schwab M H, Thomas J L, Suter U, Nave K A, Zalc B, Spassky 
N. Early neuronal and glial fate restriction of embryonic neural stem cells. J Neurosci 2008; 
28(10): 2551-2562. 
DiLoreto D A, Jr., Martzen M R, del C C, Coleman P D, del C M. Muller cell changes precede 
photoreceptor cell degeneration in the age-related retinal degeneration of the Fischer 344 rat. Brain 
Res 1995; 698(1-2): 1-14. 
Dyer M A, Cepko C L. Control of Muller glial cell proliferation and activation following retinal 
injury. Nat Neurosci 2000; 3(9): 873-880. 
Eisenfeld A J, Bunt-Milam A H, Sarthy P V. Muller cell expression of glial fibrillary acidic protein 
after genetic and experimental photoreceptor degeneration in the rat retina. Invest Ophthalmol Vis 
Sci 1984; 25(11): 1321-1328. 
Ekstrom P, Sanyal S, Narfstrom K, Chader G J, van V T. Accumulation of glial fibrillary acidic 
protein in Muller radial glia during retinal degeneration. Invest Ophthalmol Vis Sci 1988; 29(9): 
1363-1371. 
Evert B O, Wullner U, Schulz J B, Weller M, Groscurth P, Trottier Y, Brice A, Klockgether T. High 
level expression of expanded full-length ataxin-3 in vitro causes cell death and formation of 
intranuclear inclusions in neuronal cells. Hum Mol Genet 1999; 8(7): 1169-1176. 
Fernald R D. Eyes: variety, development and evolution. Brain Behav Evol 2004; 64(3): 141-147. 
Fischer A J, Reh T A. Muller glia are a potential source of neural regeneration in the postnatal chicken 
retina. Nat Neurosci 2001; 4(3): 247-252. 
Fischer A J, Reh T A. Potential of Muller glia to become neurogenic retinal progenitor cells. Glia 
2003; 43(1): 70-76. 
Fishman G A, Stone E M, Alexander K R, Gilbert L D, Derlacki D J, Butler N S. Serine-27-
phenylalanine mutation within the peripherin/RDS gene in a family with cone dystrophy. 
Ophthalmology 1997; 104(2): 299-306. 
Franze K, Grosche J, Skatchkov S N, Schinkinger S, Foja C, Schild D, Uckermann O, Travis K, 
Reichenbach A, Guck J. Muller cells are living optical fibers in the vertebrate retina. Proc Natl 
Acad Sci U S A 2007; 104(20): 8287-8292. 
Gehring W J, Ikeo K. Pax 6: mastering eye morphogenesis and eye evolution. Trends Genet 1999; 
15(9): 371-377. 
Ghai K, Zelinka C, Fischer A J. Notch signaling influences neuroprotective and proliferative 
properties of mature Muller glia. J Neurosci 2010; 30(8): 3101-3112. 
Glaser T, Walton D S, Maas R L. Genomic structure, evolutionary conservation and aniridia mutations 
in the human PAX6 gene. Nat Genet 1992; 2(3): 232-239. 




Hamilton D L, Abremski K. Site-specific recombination by the bacteriophage P1 lox-Cre system. Cre-
mediated synapsis of two lox sites. J Mol Biol 1984; 178(2): 481-486. 
Hill R E, Favor J, Hogan B L, Ton C C, Saunders G F, Hanson I M, Prosser J, Jordan T, Hastie N D, 
van H, V. Mouse small eye results from mutations in a paired-like homeobox-containing gene. 
Nature 1991; 354(6354): 522-525. 
Hirrlinger J, Scheller A, Hirrlinger P G, Kellert B, Tang W, Wehr M C, Goebbels S, Reichenbach A, 
Sprengel R, Rossner M J, Kirchhoff F. Split-cre complementation indicates coincident activity of 
different genes in vivo. PLoS One 2009; 4(1): e4286. 
Hirrlinger P G, Ulbricht E, Iandiev I, Reichenbach A, Pannicke T. Alterations in protein expression 
and membrane properties during Muller cell gliosis in a murine model of transient retinal ischemia. 
Neurosci Lett 2010; 472(1): 73-78. 
Iandiev I, Uckermann O, Pannicke T, Wurm A, Tenckhoff S, Pietsch U C, Reichenbach A, 
Wiedemann P, Bringmann A, Uhlmann S. Glial cell reactivity in a porcine model of retinal 
detachment. Invest Ophthalmol Vis Sci 2006; 47(5): 2161-2171. 
Iandiev I, Biedermann B, Bringmann A, Reichel M B, Reichenbach A, Pannicke T. Atypical gliosis in 
Muller cells of the slowly degenerating rds mutant mouse retina. Exp Eye Res 2006; 82(3): 449-
457. 
Jeon C J, Strettoi E, Masland R H. The major cell populations of the mouse retina. J Neurosci 1998; 
18(21): 8936-8946. 
Joly S, Pernet V, Samardzija M, Grimm C. Pax6-positive Muller glia cells express cell cycle markers 
but do not proliferate after photoreceptor injury in the mouse retina. Glia 2011; 59(7): 1033-1046. 
Jordan T, Hanson I, Zaletayev D, Hodgson S, Prosser J, Seawright A, Hastie N, van H, V. The human 
PAX6 gene is mutated in two patients with aniridia. Nat Genet 1992; 1(5): 328-332. 
Karl M O, Hayes S, Nelson B R, Tan K, Buckingham B, Reh T A. Stimulation of neural regeneration 
in the mouse retina. Proc Natl Acad Sci U S A 2008; 105(49): 19508-19513. 
Kashii S, Mandai M, Kikuchi M, Honda Y, Tamura Y, Kaneda K, Akaike A. Dual actions of nitric 
oxide in N-methyl-D-aspartate receptor-mediated neurotoxicity in cultured retinal neurons. Brain 
Res 1996; 711(1-2): 93-101. 
Kiefer J C. Back to basics: Sox genes. Dev Dyn 2007; 236(8): 2356-2366. 
Kim I B, Kim K Y, Joo C K, Lee M Y, Oh S J, Chung J W, Chun M H. Reaction of Muller cells after 
increased intraocular pressure in the rat retina. Exp Brain Res 1998; 121(4): 419-424. 
Langmann T. Microglia activation in retinal degeneration. J Leukoc Biol 2007; 81(6): 1345-1351. 
Larsen A K, Osborne N N. Involvement of adenosine in retinal ischemia. Studies on the rat. Invest 
Ophthalmol Vis Sci 1996; 37(13): 2603-2611. 
Lieth E, Barber A J, Xu B, Dice C, Ratz M J, Tanase D, Strother J M. Glial reactivity and impaired 
glutamate metabolism in short-term experimental diabetic retinopathy. Penn State Retina Research 
Group. Diabetes 1998; 47(5): 815-820. 
Lu J, Li G, Lan M S, Zhang S, Fan W, Wang H, Lu D. Pax4 paired domain mediates direct protein 




Malatesta P, Hack M A, Hartfuss E, Kettenmann H, Klinkert W, Kirchhoff F, Gotz M. Neuronal or 
glial progeny: regional differences in radial glia fate. Neuron 2003; 37(5): 751-764. 
Matsui K, Hosoi N, Tachibana M. Active role of glutamate uptake in the synaptic transmission from 
retinal nonspiking neurons. J Neurosci 1999; 19(16): 6755-6766. 
Metzger D, Chambon P. Site- and time-specific gene targeting in the mouse. Methods 2001; 24(1): 71-
80. 
Michalski J P, Anderson C, Beauvais A, De R Y, Kothary R. The proteolipid protein promoter drives 
expression outside of the oligodendrocyte lineage during embryonic and early postnatal 
development. PLoS One 2011; 6(5): e19772. 
Miller J W, Adamis A P, Shima D T, D'Amore P A, Moulton R S, O'Reilly M S, Folkman J, Dvorak H 
F, Brown L F, Berse B, . Vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor is 
temporally and spatially correlated with ocular angiogenesis in a primate model. Am J Pathol 1994; 
145(3): 574-584. 
Muller A, Pietri S, Villain M, Frejaville C, Bonne C, Culcas M. Free radicals in rabbit retina under 
ocular hyperpressure and functional consequences. Exp Eye Res 1997; 64(4): 637-643. 
Muto A, Iida A, Satoh S, Watanabe S. The group E Sox genes Sox8 and Sox9 are regulated by Notch 
signaling and are required for Muller glial cell development in mouse retina. Exp Eye Res 2009; 
89(4): 549-558. 
Nave K A, Lai C, Bloom F E, Milner R J. Jimpy mutant mouse: a 74-base deletion in the mRNA for 
myelin proteolipid protein and evidence for a primary defect in RNA splicing. Proc Natl Acad Sci 
U S A 1986; 83(23): 9264-9268. 
Nolte C, Matyash M, Pivneva T, Schipke C G, Ohlemeyer C, Hanisch U K, Kirchhoff F, Kettenmann 
H. GFAP promoter-controlled EEYFP-expressing transgenic mice: a tool to visualize astrocytes 
and astrogliosis in living brain tissue. Glia 2001; 33(1): 72-86. 
Ooto S, Akagi T, Kageyama R, Akita J, Mandai M, Honda Y, Takahashi M. Potential for neural 
regeneration after neurotoxic injury in the adult mammalian retina. Proc Natl Acad Sci U S A 
2004; 101(37): 13654-13659. 
Osborne N N, Casson R J, Wood J P, Chidlow G, Graham M, Melena J. Retinal ischemia: 
mechanisms of damage and potential therapeutic strategies. Prog Retin Eye Res 2004; 23(1): 91-
147. 
Osumi N, Shinohara H, Numayama-Tsuruta K, Maekawa M. Concise review: Pax6 transcription 
factor contributes to both embryonic and adult neurogenesis as a multifunctional regulator. Stem 
Cells 2008; 26(7): 1663-1672. 
Paulson O B, Newman E A. Does the release of potassium from astrocyte endfeet regulate cerebral 
blood flow? Science 1987; 237(4817): 896-898. 
Penn J S, Thum L A, Rhem M N, Dell S J. Effects of oxygen rearing on the electroretinogram and 
GFA-protein in the rat. Invest Ophthalmol Vis Sci 1988; 29(11): 1623-1630. 
Philips G T, Stair C N, Young L H, Wroblewski E, Berberoglu M A, Brown N L, Mastick G S. 
Precocious retinal neurons: Pax6 controls timing of differentiation and determination of cell type. 
Dev Biol 2005; 279(2): 308-321. 




Poché R A, Furuta Y, Chaboissier M C, Schedl A, Behringer R R. Sox9 is expressed in mouse 
multipotent retinal progenitor cells and functions in Muller glial cell development. J Comp Neurol 
2008; 510(3): 237-250. 
Poitry S, Poitry-Yamate C, Ueberfeld J, MacLeish P R, Tsacopoulos M. Mechanisms of glutamate 
metabolic signaling in retinal glial (Muller) cells. J Neurosci 2000; 20(5): 1809-1821. 
Reichenbach, A. / Bringmann, A.: Müller cells in the healthy and diseased retina. 1. Auflage Springer, 
New York, 2010 
 
Reichenbach A, Stolzenburg J U, Eberhardt W, Chao T I, Dettmer D, Hertz L. What do retinal muller 
(glial) cells do for their neuronal 'small siblings'? J Chem Neuroanat 1993; 6(4): 201-213. 
 
Reichenbach A, Stolzenburg J U, Wolburg H, Hartig W, el-Hifnawi E, Martin H. Effects of enhanced 
extracellular ammonia concentration on cultured mammalian retinal glial (Muller) cells. Glia 1995; 
13(3): 195-208. 
Reichenbach A, Derouiche A, Kirchhoff F. Morphology and dynamics of perisynaptic glia. Brain Res 
Rev 2010; 63(1-2): 11-25. 
Sanyal S, De R A, Hawkins R K. Development and degeneration of retina in rds mutant mice: light 
microscopy. J Comp Neurol 1980; 194(1): 193-207. 
Schutte M, Werner P. Redistribution of glutathione in the ischemic rat retina. Neurosci Lett 1998; 
246(1): 53-56. 
Sild M, Ruthazer E S. Radial glia: progenitor, pathway, and partner. Neuroscientist 2011; 17(3): 288-
302. 
Silver I A, Deas J, Erecinska M. Ion homeostasis in brain cells: differences in intracellular ion 
responses to energy limitation between cultured neurons and glial cells. Neuroscience 1997; 78(2): 
589-601. 
Sofroniew M V. Reactive astrocytes in neural repair and protection. Neuroscientist 2005; 11(5): 400-
407. 
Srinivas S, Watanabe T, Lin C S, William C M, Tanabe Y, Jessell T M, Costantini F. Cre reporter 
strains produced by targeted insertion of EYFP and ECFP into the ROSA26 locus. BMC Dev Biol 
2001; 1: 4. 
Stolt C C, Lommes P, Sock E, Chaboissier M C, Schedl A, Wegner M. The Sox9 transcription factor 
determines glial fate choice in the developing spinal cord. Genes Dev 2003; 17(13): 1677-1689. 
Stone J, Maslim J, Valter-Kocsi K, Mervin K, Bowers F, Chu Y, Barnett N, Provis J, Lewis G, Fisher 
S K, Bisti S, Gargini C, Cervetto L, Merin S, Peer J. Mechanisms of photoreceptor death and 
survival in mammalian retina. Prog Retin Eye Res 1999; 18(6): 689-735. 
Takeda M, Takamiya A, Jiao J W, Cho K S, Trevino S G, Matsuda T, Chen D F. alpha-Aminoadipate 
induces progenitor cell properties of Muller glia in adult mice. Invest Ophthalmol Vis Sci 2008; 
49(3): 1142-1150. 
Tanihara H, Hangai M, Sawaguchi S, Abe H, Kageyama M, Nakazawa F, Shirasawa E, Honda Y. Up-
regulation of glial fibrillary acidic protein in the retina of primate eyes with experimental 




Tong G X, Melamed J, Mansukhani M, Memeo L, Hernandez O, Deng F M, Chiriboga L, Waisman J. 
PAX2: a reliable marker for nephrogenic adenoma. Mod Pathol 2006; 19(3): 356-363. 
Tout S, Chan-Ling T, Hollander H, Stone J. The role of Muller cells in the formation of the blood-
retinal barrier. Neuroscience 1993; 55(1): 291-301. 
Tsacopoulos M, Magistretti P J. Metabolic coupling between glia and neurons. J Neurosci 1996; 
16(3): 877-885. 
Uckermann O, Uhlmann S, Pannicke T, Francke M, Gamsalijew R, Makarov F, Ulbricht E, 
Wiedemann P, Reichenbach A, Osborne N N, Bringmann A. Ischemia-reperfusion causes 
exudative detachment of the rabbit retina. Invest Ophthalmol Vis Sci 2005; 46(7): 2592-2600. 
Verardo M R, Lewis G P, Takeda M, Linberg K A, Byun J, Luna G, Wilhelmsson U, Pekny M, Chen 
D F, Fisher S K. Abnormal reactivity of muller cells after retinal detachment in mice deficient in 
GFAP and vimentin. Invest Ophthalmol Vis Sci 2008; 49(8): 3659-3665. 
Voziyanov Y, Pathania S, Jayaram M. A general model for site-specific recombination by the 
integrase family recombinases. Nucleic Acids Res 1999; 27(4): 930-941. 
Wight P A, Dobretsova A. Where, when and how much: regulation of myelin proteolipid protein gene 
expression. Cell Mol Life Sci 2004; 61(7-8): 810-821. 
Willbold E, Berger J, Reinicke M, Wolburg H. On the role of Muller glia cells in histogenesis: only 
retinal spheroids, but not tectal, telencephalic and cerebellar spheroids develop histotypical 
patterns. J Hirnforsch 1997; 38(3): 383-396. 
Xu S, Sunderland M E, Coles B L, Kam A, Holowacz T, Ashery-Padan R, Marquardt T, McInnes R R, 
van der Kooy D. The proliferation and expansion of retinal stem cells require functional Pax6. Dev 
Biol 2007; 304(2): 713-721. 
Yasuhara T, Shingo T, Date I. The potential role of vascular endothelial growth factor in the central 
nervous system. Rev Neurosci 2004; 15(4): 293-307. 
Yoshihara M, Ito K. Acute genetic manipulation of neuronal activity for the functional dissection of 
neural circuits-a dream come true for the pioneers of behavioral genetics. J Neurogenet 2012; 
26(1): 43-52. 
Zolova O E, Wight P A. YY1 negatively regulates mouse myelin proteolipid protein (Plp1) gene 
expression in oligodendroglial cells. ASN Neuro 2011; 3(4). 
 





Name:    Christian Lycke 
Geburtsort/-datum:  Heide/14. März 1986 
Staatsangehörigkeit:  deutsch 
Familienstand:  ledig 
 
Ausbildung und wissenschaftlicher Werdegang: 
 
Seit August 2013 
Medizinstudent im Praktischen Jahr der Universität Leipzig 
 
September 2010 
Erste Ärztliche Prüfung/1.Staatsexamen (Physikum) 2010 (Note: GUT 2,5) 
 
2009-2010 
Studentische Hilfskraft im Institut für Anatomie der Universität Leipzig 
 
Seit 2008  
Student der Humanmedizin an der Universität Leipzig 
 
Oktober 2006 – Dezember 2008 
Physiotherapieausbildung 
 
08.08.2005 bis 07.05.2006  
Zivildienst an der Astrid-Lindgren Schule (Meldorf) für geistig und körperlich behinderte Kinder 
 
Schulbildung 
2005   Abitur (2,0)  
1996-2005 Gymnasium Heide-Ost in Heide/Holst. 
1992-1996 Grundschule Ostrohe  
 
Sonstige Qualifikationen/Hobbys 
• Orgel C-Schein (Kirchenmusikausbildung) 2006 
• Sportbootführerschein See 2006 
• Kfz-Führerschein Klasse B 2004 
• Segelschein 2003 
• Klavierunterricht von 1993-2003, Orgelunterricht 1998 - 2006 
• Teilnahmen am Musikwettbewerb „Jugend musiziert”: 1999 Klavier, 2003 und 2006 Orgel, 
2004 Ensemble „Alte Musik“ 
Landessieger „Orgel“ 2003 und 2006 mit Prädikat „hervorragender Erfolg“ inklusive 





.................................       .................................... 





Ich möchte mich bei Prof. Reichenbach und bei Prof. Hirrlinger für die hervorragende und 
stets unkomplizierte Betreuung meiner Dissertation bedanken. Ihre vielfältige fachliche 
Unterstützung hat wesentlich zur Entstehung dieser Arbeit beigetragen. Zusätzlich danke ich 
Prof. Reichenbach und Prof. Hirrlinger für die Möglichkeit, die Labore und technischen 
Geräte im Paul-Flechsig-Institut für Hirnforschung und im Carl-Ludwig-Institut für 
Physiologie während meiner Arbeit nutzen zu dürfen. 
Weiterhin gilt mein Dank Dr. Petra Hirrlinger für die große Hilfsbereitschaft und Geduld in 
allen Fragen rund um die Dissertation und die Laborarbeit, sowie die Arbeit mit den Mäusen. 
Für schnelle und direkte Hilfe bei vielen kleinen und großen Problemen sei Dr. Ulrike 
Winkler, Stefanie Besser und Dr. Elke Ulbricht ein großer Dank ausgesprochen. 
Ein herzliches Dankeschön gilt allen Mitarbeitern des Paul-Flechsig-Institutes und des Carl-
Ludwig-Institutes für die angenehme Arbeitsatmosphäre und die Aufnahme eines 
Medizinstudenten in ihre Kreise. 
Besonders herzlich möchte ich mich bei meinen Eltern für ihre aufrichtige und 
bedingungslose Unterstützung bedanken, ohne die ich nie bis hierher gekommen wäre. 





Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbständig und ohne unzulässige Hilfe 
oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Ich versichere, dass 
Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen für Arbeiten erhalten 
haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen, und dass 
die vorgelegte Arbeit weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder ähnlicher Form einer 
anderen Prüfungsbehörde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen Prüfungsverfahrens 
vorgelegt wurde. Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen übernommene 
Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, 
wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt 





.................................       ....................................  
Datum         Unterschrift 
 
 
 
